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Einleitung
Kalziumregulatorische Proteine und urämische Verkalkungen
Dialysepatienten weisen im Vergleich zu nierengesunden Menschen eine deutlich
erhöhte kardiovaskuläre Mortalität auf [1, 2]. Die Ursachen für diese erhöhte
Mortalität sind noch weitgehend unverstanden und nicht durch eine erhöhte
Inzidenz sogenannter „traditioneller“ kardiovaskulärer Risikofaktoren (LDL-
Cholesterol, Hypertonie, Nikotinabusus etc.) erklärt [3].
In den letzten Jahren wurde festgestellt, dass eine Hyperphosphatämie, ein
erhöhtes Kalzium-Phosphat-Produkt im Serum und die Schwere vaskulärer und
valvulärer Verkalkungen für die Mortalität von Dialysepatienten eine wichtige Rolle
spielen und möglicherweise miteinander zusammenhängen. Bei jungen
Dialysepatienten (20. – 30. Lebensjahr) wurde vor kurzem beispielhaft gezeigt,
dass eine unmittelbare Korrelation zwischen Hyperphosphatämie, gesteigertem
Kalzium-Phosphat-Produkt und der individuellen Belastung mit
Koronararterienverkalkungen besteht. Diese Beobachtung der frühzeitigen und
schwerwiegenden Koronararterienverkalkung konnte mittlerweile durch mehrere
Studien bestätigt werden [4]. Als Präventivmaßnahme zur Verhinderung
vaskulärer und valvulärer Verkalkungen sollte dementsprechend eine effektive
Korrektur und Nomalisierung der Hyperphosphatämie und eine limitierte
Kalziumzufuhr bei Dialysepatienten angestrebt werden.
Aktuelle Untersuchungen an Knockout Mäusen haben aber gezeigt, dass
bestimmte kalziumregulatorische Proteine ebenfalls einen Einfluss auf die
Entstehung von extraossären Verkalkungen haben können. Der
gentechnologische „Knockout“ bestimmter Proteine, nämlich des α2-Hereman-
Schmid-Glykoproteins (Ahsg, humanes Fetuin-A) und des Matrix-Gla-Proteins
(MGP), hatte zur Folge, dass die Inhibition der Kalziumphosphatpräziptation in
definierten Organbereichen in vivo aufgehoben war und es somit zur
Hydroxylapatitbildung und –ablagerung in Weichteilgeweben, Haut, Blutgefäßen,
etc. kam [5-8].
Im Folgenden soll die Bedeutung des kalziumregulatorischen Proteins
Ahsg/Fetuin-A zur Prävention der Entstehung kardiovaskulärer Kalzifikationen bei
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Dialysepatienten dargestellt und im Zusammenhang mit anderen
Kalzifizierungsinhibitoren diskutiert werden.
1.1 Kardiovaskuläre Mortalität bei Dialysepatienten: Hyperphosphatämie und
extraossäre Verkalkungen
Im Gegensatz zu nierengesunden Menschen ist bei Dialysepatienten die
kardiovaskuläre Mortalität um das 5- bis 20fache gesteigert [1, 2]. Dieser
Unterschied bleibt bei Korrektur für Alter, Geschlecht und Diabetes mellitus
bestehen [1, 2]. Die Pathomechanismen, die selbst bei jungen Dialsyepatienten
die Entstehung und das rasche Fortschreiten der Atherosklerose bewirken, sind
noch weitgehend unverstanden [3]. Diese akzelerierte Atherosklerose ist bei
Dialysepatienten durch exzessive Verkalkungen charakterisiert, welche sowohl in
der Gefäßmedia, in atheromatösen Plaques als auch im Bereich der Herzklappen
nachgewiesen werden können.
Im Jahr 2000 veröffentlichten Goodman und Mitarbeiter ein Patientenkollektiv von
jungen Dialysepatienten im Alter unter 30 Jahren. Bei 80% der Patienten wurde
zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr schon eine massive und fortgeschrittene
Koronararterienverkalkung mittels Elektronenstrahlcomputertomographie (EBCT)
festgestellt [9]. Diese Studie zeigte eine deutliche Korrelation zwischen der Höhe
des Kalzium-Phosphat-Produktes, der Hyperphosphatämie und der Höhe der
täglichen Kalziumzufuhr, die hauptsächlich durch die Einnahme kalziumhaltiger
Phosphatbinder bedingt war, und dem Ausmaß der Koronararterienverkalkungen
[9].
Bei niereninsuffizienten Patienten führt die verminderte renale
Phosphatausscheidung regelhaft zu einer Hyperphosphatämie im Serum (> 1,6
mmol/l). Die Hyperphosphatämie infolge von Niereninsuffizienz stimuliert durch
eine RNA-Stabilisierung die Parathormon(PTH)-Bildung und -sekretion aus der
Nebenschilddrüse [10]. Außerdem kommt es durch die verminderte Kapazität der
Niere zur 1-α-Hydroxylierung des 25-OH-Vitamin D3 zu einem Mangel an 1,25-
Vitamin D3, was einerseits direkt durch eine verminderte Stimulation des Vitamin
D-Rezeptors zu einer vermehrten PTH-Sekretion, andererseits zu einer
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Malabsorption von Kalzium führt. Die konsekutive Hypokalzämie im Serum fördert
wiederum die PTH-Sekretion der Nebensschilddrüse. PTH bewirkt eine
Kalziummobilisation aus dem Knochen und führt so zur Osteiits fibrosa und, in
Kombination mit dem 1,25-OH-Vitamin D-Mangel, zu einer Osteomalazie.
Mittlerweile ist klar, dass diese Mechanismen nicht nur eine Bedeutung für die
renale Osteopathie, sondern auch für die Entstehung extraossärer bzw.
kardiovaskulärer Verkalkungen haben. Das erhöhte Kalzium-Phosphat-Produkt bei
Dialysepatienten wird zusätzlich auf die tägliche Kalziumaufnahme durch
kalziumhaltige Phosphatbinder und über das Dialysat-Kalzium zurückgeführt. Es
begünstigt diffuse Weichteilverkalkungen (periartikulär, peritoneal, pulmonal, etc.),
Arteriosklerose und Herzklappenverkalkungen.
Als zentrale Determinanten der Aggravation von Gefäßverkalkungen in der Urämie
werden die Hyperphosphatämie, ein gesteigertes Kalzium-Phosphat-Produkt und
der sekundäre Hyperparathyreoidismus angesehen und sind dementsprechend
kürzlich als unabhängige kardiovaskuläre Risikofaktoren identifiziert worden [11-
13]. Von der US-amerikanischen „National Kidney Foundation“ (NKF) wurden im
Oktober 2003 in den K/DOQI Leitlinien (Clinical Practice Guidelines for Bone
Metabolism and Disease in Chronic Kidney Disease) unter anderem die Zielwerte
für die Serumphosphat-, die Serumkalzium-Konzentration, das Kalzium-Phosphat-
Produkt und die Serumparathormonkonzentration festgelegt [14].
Die Festlegung von Zielwerten für Kalzium, Phosphat und das Kalzium-Phosphat-
Produkt signalisiert insbesondere, dass nicht mehr nur der renalen Osteopathie
Beachtung geschenkt wird, sondern vor allem die kardiovaskulären Auswirkungen
von Bedeutung sind.
Tabelle 1: K/DOQI Zielwerte für Serumphosphat-, Serumkalzium- und Serumparathormon-
konzentration [14]
Zielwerte der K/DOQI
Serumphosphat 1,13 – 1,78 mmol/l; 3,5 – 5,5 mg/dl
Serumkalzium 2,10 – 2,37 mmol/l; 8,4 – 9,5 mg/dl
Kalzium-Phosphat-Produkt < 55 mg2/dl2
Serumparathormon intakt 16,5 – 33 pmol/l; 150 - 300 pg/ml
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1.2 Welche Rolle spielen die kalziumregulatorischen Proteine im
Kalzifizierungsprozess?
Die Inhibition als auch die Initiierung von extraossären Kalzifizierungsprozessen
sind im menschlichen Körper komplex reguliert und eng kontrolliert. In
verschiedenen Arbeiten ist kürzlich die Regulation bestimmter
kalziumregulierender Proteine hinsichtlich Verkalkungen und die osteogene
Metaplasie in Gefäßwänden untersucht und beschrieben worden [11, 15, 16, 17].
Ahsg/Fetuin-A, Matrix-Gla-Protein (MGP), Pyrophosphate, Osteoprotegerin,
Osteopontin und Parathyroid hormone related peptide (PTH-rp) sind in diesem
Zusammenhang potente Inhibitoren extraossärer Kalzifizierungsprozesse [17].
Pyrophosphate inhibieren die Entstehung von Gewebekalzifikationen. ANK ist ein
Transmembranprotein, welches durch das Progressive Ankylose-Gen (ank)
codiert wird und durch Sekretion von Pyrophosphaten die Konzentration dieser im
Gewebe reguliert.  Mutationen des ANK Gens bei Mäusen führte aufgrund der
erniedrigten extrazellulären Pyrophosphat-Spiegel zu massiven
Gewebekalzifikationen, vor allem im Bereich der Gelenke mit Folge der
Entstehung einer inflammatorischen Arthritis [18].
Bei der ideopathischen Arteriopathia calcificans infantum (kindliche
Arteriosklerose) handelt es sich ebenfalls um eine Pyrophosphat abhängige
Kalzifikationsstörung, die zu einer Mediasklerose mit Beteiligung der Tunica
elastica interna grosser Arterien führt. Diese Erkrankung ist assoziiert mit einer
mu ta t i onsbed ing ten  Funk t i onss tö rung  des  Ek to -nuk leo t i ds
Pyrophosphatase/Phosphodiesterase-1 (ENPP-1), was zu eine verminderten
Bildung von Pyrophosphaten führt [19].
Osteoprotegerin hemmt die Osteoklastengenese und somit den Knochenabbau
und die Kalziumfreisetzung aus dem Knochen. Osteoprotegerin defiziente Mäuse
wiesen im Modell eine deutlich verstärkte aortale und renale
Arterienwandverkalkung auf, gleichzeitig fand man eine verminderte
Knochendichte im Sinne einer Osteoporose [20, 21].
Für Osteopontin konnte ein hemmender Effekt auf die Verkalkung von glatten
Muskelzellen der Gefäßwand nachgewiesen werden, dabei wurde gezeigt, dass
die Phosphorylierung des Proteins eine notwendige Bedingung der
verkalkungshemmenden Wirkung von Osteopontin [22].
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Für PTH-rp wurde in vitro ein hemmender Einfluß auf die osteogenetische
Differenzierung boviner glatter Muskelzellen der Gefäßwand und in vivo eine
Korrelation zwischen PTH-rp Expression in atherosklerotsichen glatten
Muskelzellen der Koronarien und dem Schweregrad atherosklerotischer
Veränderungen nachgewiesen [23, 24].
Das kalziumregulatorische Protein MGP, Molekulargewicht 10 kD,  wird vor allem
in Chondrozyten und in glatten Gefäßmuskelzellen gebildet und hemmt
hauptsächlich lokal die Entstehung und das Fortschreiten von
Gewebekalzifikationen [6, 25]. MGP wird durch Vitamin-K abhängige γ-
Carboxylierung aktiviert.
MGP-defiziente Mäuse (MGP -/-) entwickelten spontan massive Verkalkungen der
arteriellen Media der Aorta und großer Arterien [6]. Man fand in der Aortenwand
außer massiven Hydroxylapatitablagerungen auch Knorpelmetaplasien. Die Tiere
starben nach 6-8 Wochen an diesen Veränderungen, da die ausgedehnten
Verkalkungen zu Aortenrupturen („Frakturen“) führten, woran sie innerlich
verbluteten.
Shanahan und Mitarbeiter fanden heraus, dass sowohl die Lokalisation der MGP-
Expression in menschlichen Arterien und bei der menschlichen Atherosklerose in
lipidreichen Arealen von artherosklerotischen Plaques ausgeprägt erhöht ist [5].
Diese Daten konnten mittels Immunhistochemie und unter Verwendung eines
monoklonalen Antikörpers erhoben werden, es konnte jedoch nicht zwischen
aktivem γ-carboxylierten MGP und untercarboxyliertem unterschieden werden [6,
16]. Es wird prinzipiell hypothetisch angenommen, dass durch eine lokale MGP-
Hochregulierung einer exzessiven Plaqueverkalkung entgegengewirkt wird und
dadurch das Plaquewachstum und die massive Kalzifizierung limitiert werden.
Aufgrund der Aktivierung des MGP durch Vitamin-K abhängige γ-Carboxylierung
spekuliert man, dass subklinische Vitamin-K Mangelzustände oder ein lokaler
Vitamin-K Mangel einen Einfluß auf vaskuläre Verkalkungsprozesse haben
könnten. Eine MGP-Hochregulierung  würde zu einem erhöhten Verbrauch von
Vitamin-K führen, womit sowohl ein Vitamin-K Mangel als auch die Produktion
eines untercarboxylierten und damit inaktiven MGP erzeugen würde. Die
Kombination aus einem subklinischen Vitamin-K Mangel und initialen
Gefäßverkalkungen könnte die Synthese eines inaktiven MGP amplifizieren.
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Ahsg/Fetuin-A, ein Protein bestehend aus zwei über eine Disulfidbrücke
verbundene Polypeptidketten mit einem Molekulargewicht von 62 kD, wird
hauptsächlich in Hepatozyten gebildet und von diesen sezerniert. Es reichert sich
in hohen Konzentrationen im Extrazellularraum (0,5-1,0 g/l) an, trägt zu etwa 50%
zum präzipitationshemmenden Effekt von normalem Serum bei und hat unter
normalen Bedingungen eine Halbwertszeit von mehreren Tagen [7, 8, 26]. Die
hohe Serumkonzentration während der Fetal- und Perinatalzeit mit bis zu
mehreren g/l nimmt mit zunehmendem Alter kontinuierlich ab, und es findet sich
eine hohe Anreicherung in Knochen und Zähnen, wo Ahsg/Fetuin-A einen großen
Anteil der nicht-kollagenen Knochenproteine ausmacht [27].
Vor kurzem sind Price und seine Mitarbeiter bei etindronatbehandelten Ratten auf
einen hochmolekularen Komplex gestoßen, der zu 80% aus Ahsg/Fetuin-A, zu 2%
aus MGP und zu 18% aus Kalziumphosphat besteht [26]. Dieser Komplex hemmt
hocheffektiv das Wachstum, die Aggregation und die Präzipitation des
Kalzifizierungsmineralanteils. Man kann daher vermuten, dass Ahsg/Fetuin-A und
MGP sowohl eine kalzifikationsinhibitorische Wirkung besitzen, als auch die
Fähigkeit, aus gerade präzipitierten Verkalkungsherden (Mineralnuklei bzw.
Matrixvesikel) Komplexe zu bilden und diese in den Knochen oder in das
retikuloendotheliale System abzutransportieren. Diese Komplexe sind jedoch in
humanem Serum noch nicht nachgewiesen worden.
In einem Modell mit Ahsg/Fetuin-A defizienten (Ahsg -/-) Mäusen wurden
ausgeprägte Weichteilverkalkungen und vereinzelte intraarterielle Verkalkungen
(„Arteriolithen“) nachgewiesen [5, 8, 28]. Davon betroffen und funktionell
eingeschränkt sind vor allem parenchymatöse Organe (Niere, Lunge, Herz, etc.).
Neben den verkalkungshemmenden Wirkungen besitzt Ahsg/Fetuin-A noch
andere biologische Eigenschaften. Eine bestimmte Domäne des Proteins
entspricht der Bindungsstelle des TGF-β-Rezeptors II (Betaglykan), womit
Ashg/Fetuin-A als löslicher TGF-β-Antagonist Wirkungen entfaltet [29]. Es konnte
kürzlich gezeigt werden, dass dieser Mechanismus für einen Teil der Regulation
der zytokinabhängigen Osteogenese verantwortlich ist. Ahsg/Fetuin-A könnte
potentiell aber auch andere TGF-β-Effekte inhibieren. Hypothetisch könnte
Ahsg/Fetuin-A die Bildung extrazellulärer Matrix (Vernarbung) reduzieren oder die
antiproliferativen Wirkungen dieses Wachstumsfaktors aufheben, womit
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Ahsg/Fetuin-A einen Einfluss auf das „Remodelling“ atherosklerotischer Gefäße
haben könnte.
Eine weitere biologische Eigenschaft des Ahsg/Fetuin-A ist die Hemmung der
Insulinrezeptortyrosinkinaseaktivität. Es konnte nachgewiesen werden, dass Ahsg-
defiziente Mäuse im Gegensatz zu ihren Wildtypgeschwistern bei Fütterung einer
definierten fettreichen Diät eine gesteigerte Insulinrezeptorsensitivität aufweisen
[30].
Eine wichtige Eigenschaft von Ahsg/Fetuin-A ist die Regulation als negatives
Akutphaseprotein. Das heißt, dass die Konzentration von Ahsg/Fetuin-A bei einer
akuten oder chronischen Entzündungsreaktion im Körper herunterreguliert wird,
die Konzentration dieses Glykoproteins im Serum und damit dessen
verkalkungshemmende Wirkung sinkt. Diesen negativen Entzündungs-
Zusammenhang haben Lebreton und seine Mitarbeiter 1979 anhand einer großen
Patientenkohorte, die an schweren Infekten (Sepsis, Meningitis, Pneumonie, etc.)
erkrankten, festgestellt. Während der akuten Inflammation wurden massiv
erniedrigte Ahsg/Fetuin-A Spiegel im Serum gemessen, welche sich in der
Heilungsphase wieder normalisierten [31]. In zahlreichen Studien wurde
herausgefunden, dass eine Verbindung zwischen chronischen
Entzündungsreaktionen, festgemacht an erhöhten CRP-Werten, und der
kardiovaskulären Mortalität bei Dialysepatienten und auch in der
Normalbevölkerung besteht [32, 33]. Es wäre also hypothetisch ableitbar, dass bei
diesen Patienten eine „Downregulation“ des Ahsg/Fetuin-A stattfindet, womit die
extrazelluläre kalziuminhibitorische Wirksamkeit dieses Proteins abnimmt und
Kalziumphosphat-Präzipitationen begünstigt würden.
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1.3. Urämische Verkalkungen und Ahsg/Fetuin-A
Ketteler und Mitarbeiter führten kürzlich eine Querschnittsuntersuchung mit 312
Hämodialysepatienten durch,  in welcher der Zusammenhang zwischen
Ahsg/Fetuin-A, CRP-Werten und der kardiovaskulären Gesamtmortalität
untersucht wurde [34]. Die bereits erwähnte Eigenschaft des Ahsg/Fetuin-A als
negatives Akutphaseprotein, welches bei einer chronischen Inflammation
herunterreguliert wird und somit einen verminderten systemischen
kalziuminhibitorischen Effekt verursacht, könnte ein wichtiges Bindeglied zwischen
chronischen Entzündungsreaktionen, vaskulären Verkalkungen und
kardiovaskulärem Risiko bei Dialysepatienten sein. In dieser Studie konnte
dokumentiert werden, dass die Serumkonzentration von Ahsg/Fetuin-A bei
Dialysepatienten im Gegensatz zu nierengesunden Menschen durchschnittlich
erniedrigt waren. Eine verminderte Ahsg/Fetuin-A Konzentration war dabei mit
erhöhten CRP Werten und einer erhöhten kardiovaskulären und Gesamt-Mortalität
bei Dialysepatienten assoziiert. Schließlich wurde in einer schrittweisen
Multivarianzanalyse ein erniedrigter Ahsg/Fetuin-A Spiegel als
entzündungsabhängiger Risikofaktor für die Gesamt-Mortalität der Patienten
identifiziert [34].
In dieser Arbeit wurde zusätzlich die Kalziumpräzipitationshemmung im Serum
von Dialysepatienten eines zweiten kleineren Kollektivs (n=25) bestimmt. Dafür
wurde bei 8 Dialsyepatienten mit einem erniedrigtem Ahsg/Fetuin-A Spiegel ein
45CaCl2-Radioisotopenessay durchgeführt. Die Sera dieser 8 Patienten wiesen
eine signifikant erniedrigte ex-vivo-Präzipitationshemmungskapazität auf. Wurden
diese Sera mit gereinigtem Ahsg/Fetuin-A rekonstituiert, so konnte unter
Assaybedingungen eine Korrektur bzw. Normalisierung der gestörten
Präzipitationshemmung gemessen werden. Dies weist auf die funktionelle
Bedeutung von Ahsg/Fetuin-A als kalzifizerungshemmendes Protein hin [34].
Abbildung 1 zeigt als Beispiel die EKG-getriggerte Mehrschicht-Spiral-CT (MSCT)
bei einem Patienten aus dieser Studie mit erniedrigtem Ahsg/Fetuin-A-Spiegel und
einer verminderten Präzipitationshemmung des Serums. Die MSCT war zur
Quantifizierung des Ausmaßes von Koronararterienverkalkungen eingesetzt
worden.
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Abbildung 1: MSCT Bild eines 49 jährigen Patienten mit Koronararterien- und Aortenverkalkungen;
Agatston Score > 10.000
1.4. Welche klinische Bedeutung haben die Entdeckungen über Ahsg/Fetuin-A
bzw. MGP?
Wenn ein Mangel an bestimmten kalziumregulatorischen Proteinen
mitverantwortlich ist für valvuläre Verkalkungen und kardiovaskuläre  Mortalität bei
Dialysepatienten:  Welche klinischen und therapeutischen Konsequenzen hat
diese Feststellung für deren Behandlung?
Vor dem Hintergrund der 2003 veröffentlichten K/DOQI Leitlinien [14] würde das
Konzept der Verkalkungsinhibitoren-Defizienz die dort angegebenen Werte für das
Kalziumphosphatprodukt relativieren. Patienten mit einem Ahsg/Fetuin-A Mangel
könnten bereits bei relativ normalen Serum-Kalzium und –Phosphat-Werten
extraossär kalzifizieren, während Patienten mit hohen Ahsg/Fetuin-A Werten einen
relativen Schutz aufweisen würden. In der Zukunft wäre also in der Tat zu
überlegen, Ahsg/Fetuin-A Messungen zur optimierten Risikostratifizierung von
Dialysepatienten routinemäßig durchzuführen.
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Wichtig wäre es dann geeignete Assays zu etablieren, die perspektivisch eventuell
sogar als „bedside“ Tests durchzuführen sind und somit ein
Risikofaktorenscreening ermöglichen. Bei Patienten mit erniedrigten Ahsg/Fetuin-
A Werten und somit einer eingeschränkten Kalziumpräzipitationshemmung wäre
es extrem wichtig, die Phosphatbindertherapien zu intensivieren und die
Kalziumzufuhr zu minimieren, um extraossären Verkalkungen entgegenzuwirken.
Bei Patienten mit erhöhten Ahsg/Fetuin-A Werten wäre es umgekehrt auch
möglich, zumindest temporär und unter Berücksichtigung der adäquaten
Behandlung eines sekundären Hyperparathyreoidismus, erhöhte Phosphatwerte
zu tolerieren, ohne dass der Patient der Gefahr der Entstehung von Kalzifikationen
ausgesetzt wäre.
Ein zweiter wichtiger Aspekt besteht darin, dass man, unter der Voraussetzung,
dass die Ahsg/Fetuin-A-Konzentration bei Entzündungsreaktionen abfällt,
konsequent proinflammatorische Stimuli bei Dialysepatienten unterdrücken und
verhindern müsste. Dies wäre eventuell möglich durch Verwendung von sterilem
bzw. ultrareinem Dialysat, durch die Verwendung bestimmter biokompartibler
Dialysemembranen, durch die Verwendung von Glucoseabbauprodukt-freier
Lösungen für die Bauchfelldialyse und durch die Identifikation und Behandlung
okkulter Entzündungsgeschehen.
Bei Patienten mit vornehmlich Mediaverkalkungen sollte man nach Vitamin-K
Defizienzen suchen, ggf. die Gabe von Vitamin-K-Antagonisten (z.B. Dicoumarol)
in Frage stellen und die Serumspiegel von γ-carboxyliertem, aktivem MGP
bestimmen, sobald geeignete Assays kommerziell verfügbar werden.
1.5  Optimierung der Ahsg/Fetuin-A Messung mittels Nephelometrie
Nachdem es bei der ursprünglichen Methode, Ahsg/Fetuin-A anhand eines
indirekten ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay) zu messen, Probleme
insbesondere durch die notwendigen Verdünnungsschritte der Seren (bis zu
1:10.000) gab, wurde  im Rahmen dieser Arbeit ein neuer und geeigneterer Assay
etabliert.
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Die nephelometrische Messung von Ahsg/Fetuin-A macht es möglich, die
Proteinkonzentration mit signifikant höherer Sensitivität und Spezifität zu messen.
Die Verdünnung der Seren liegt bei der nephelometrischen Messung bei 1:4 und
ist somit wesentlich exakter zu pipettieren die Ausgangsverdünnung im ELISA.
Wenn man den Aspekt betrachtet, dass es wünschenswert ist, einen Assay als
Risikofaktorscreening schnell durchzuführen, erweist sich die Nephelometrie
ebenfalls als vorteilhaft. Zur Messung einer Serumprobe benötigt man
nephelometrisch ca. 5 min, wohingegen der ELISA mit allen Inkubationszeiten
mehrere Stunden dauert.
Im Rahmen der Etablierung der nephelometrischen Methode haben wir
Ahsg/Fetuin-A bei mehreren Patientenkollektiven bestimmt, deren Ergebnisse ich
im Weiteren in meiner Arbeit darstellen möchte. Diese Patientenkollektive wurden
mit folgenden Fragestellungen untersucht:
1. In einer Pilotstudie mit acht Patienten wurde untersucht, inwiefern
ultrareines Dialysat bei der Genius-Dialysebehandlung im Vergleich zu
der konventionellen Standarddialysebehandlung einen Einfluss auf die
Ahsg/Fetuin-A Konzentration im Serum dialysepflichtiger Patienten ausübt.
2. Wir untersuchten ein weiteres Patientenkollektiv mit neun Patienten, wobei
der Einfluss von täglicher Nachtdialyse-Behandlung DHD und
konventioneller Hämodialyse CHD in Abhängigkeit auf die Ahsg/Fetuin-A
Konzentration betrachtet wurde.
3. Wir bestimmten die Ahsg/Fetuin-A Konzentrationen zweier Patienten, bei
denen nicht nur massive Arterienwandverkalkungen nachgewiesen wurden,
sondern auch durch bildgebende Diagnostik diffuse und extreme
Weichteilverkalkungen auffielen.
4. Um herauszufinden, ob durch Urämie Gifte die hepatische Ahsg/Fetuin-A
Produktion gehemmt wird, wurden Rattenhepatomzellen in Urämikersrum
kultiviert und mittels Real-Time-PCR die Genexpression bestimmt.
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2.1. Was ist Nephelometrie?
Die Nephelometrie ist ein quantitativ analytisches Verfahren zur Bestimmung der
Konzentration von Serumproteinen.
In dem Nephelometer befindet sich eine Lichtquelle, die Primärstrahlen durch die
zu messende Flüssigkeit sendet. Bei der Serumproteinbestimmung gibt man ein in
einem bestimmten Verhältnis verdünntes Serum und einen definierten Antikörper
in die Messküvette. Es entstehen Immunkomplexe in einem bestimmten Verhältnis
zwischen Antigen (AG) und Antikörper (AK). Die in die Serumprobe einfallenden
Lichtstrahlen werden an den entstehenden Immumkomplexen gestreut.
Gemessen wird dann proportional zur Menge des Antigens die Zunahme des
seitwärts Streulichtes.
                                                         Messküvette
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Funktionsweise der Nephelometrie
Bei der angewendeten Lasernephelometrie wird der direkte Strahl ausgeschaltet
und das nach vorn gestreute Licht durch Linsen auf einer Photodiode gesammelt
[35].
  Lichtquelle
AG
+
AK
Vorwärts Streulicht
Seitwärts Streulicht
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2.2. Etablierung des nephelometrischen Assays zur Messung von Ahsg/Fetuin-A
Nach der Anleitung zur Etablierung eines nephelometrischen Assays wurden
zuerst verschiedene Antikörper in unterschiedlichen Verdünnungsstufen getestet.
Der Antikörper anti-Fetuin A 921006 Rabbit der Firma Dade Behring erwies sich in
der Testung als  sensitivster Antikörper.
Im nächsten Schritt wurde die Serumverdünnung festgelegt, bei der eine optimale
Antigen-Antikörper Sättigung erzielt wurde.
Es wurden mehrfach Standard Ahsg/Fetuin-A bzw. Standardserum
Verdünnungsreihen angefertigt und gemessen, anhand derer die Ahsg/Fetuin-A
Konzentrationen der Serumproben kalkuliert wurden.
Eine detaillierte Beschreibung der Etablierung des nephelometrischen Assays ist
im folgenden Ergebnisteil dargestellt.
2.3. Versuchsbeschreibung Western Blot
Im Rahmen der Etablierung der Nephelometrie wurde aus sechs Seren (3 Seren
von Dialysepatienten, 3 Seren nierengesunder Probanden), die nephelometrisch
gemessen deutlich unterschiedliche Ashg/Fetuin-A Konzentrationen aufwiesen,
vergleichsweise mittels Western Blot Ahsg/Fetuin-A bestimmt.
Diese sechs Serumproben wurden jeweils 1:200 (5µl Serumprobe auf 995µl PBS-
Puffer) und 1:400 (erste Verdünnung wiederum 1:2 weiterverdünnen) mit PBS-
Puffer verdünnt. Die verdünnten Proben wurden 10 min bei 60°C im Wasserbad
inkubiert, um die Proteine für die diskontinuierliche Gelelektrophorese zu
denaturieren. Anschließend wurden die Proben 5 min im Eisbad auf 0°C
abgekühlt.
2.3.1. Herstellung der Gele für die diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese
Es wurden zwei saubere Glasplatten wie vorgegeben mit 0,75 mm Abstandhaltern
in die Elektrophoreseapparatur zu einem Sandwich zusammengebaut und die
Dichtigkeit der Apparatur überprüft. Die Taschenschablone wurde eingesetzt, am
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unteren Rand der Schablone auf der Glasplatte eine Markierung gesetzt und
wieder entnommen. Zur Herstellung eines 7,5%igen Trenngels wurden 2,5 ml
Trenngelpuffer, 2,5 ml 30% Acrylamidlösung, 5ml H2O, 8,0 µl TEMED und 50 µl
APS(10%) zusammengegeben, vermischt und blasenfrei in die Gelkasette gefüllt,
so dass die Füllhöhe 1 cm unterhalb der vorher festgelegten Markierung endet.
Die Trenngellösung wurde vorsichtig mit Isopropanol Lösung überschichtet und
ca. 30 min. polymerisieren gelassen. Die Isopropanol Schicht wurde mit Hilfe von
Filterpapier entfernt, Sammellösung 4,5% aus 1,25 ml Sammelpuffer, 0,75 ml
Acrylamidlösung 30%, 3 ml H2O, 10 µl TEMED und 50 µl APS (10%) wurde
gemischt und anschließend bis zum oberen Rand der Gelkassette eingefüllt und
sofort die Schablone für die Probetaschen blasenfei eingesetzt. Das Sammelgel
benötigte etwa 30 min Polymerisationszeit. Anschließend wurden die Schablone
vorsichtig entfernt, die Probetaschen mit Elektrodenpuffer gespült, die Gelkassette
in die Elektrophoreseapparatur eingebaut und die Kammer mit Elektrodenpuffer
gefüllt.
Abbildung 3: Darstellung der Protean II Elekrophoreseapparatur für den Western Blot
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In die Unterränder der 10 Geltaschen wurden an Platz 1 der „Rainbow Marker“
(farbmarkierter Größenstandard) und dann die einzelnen 6 Proben gefüllt und die
Gele bei einer angelegten Spannung von 20-25 mV etwa 1 h laufen gelassen,
dabei sollten kleine Bläschen aufsteigen und es wurde beachtet, dass die
Bromphenolblaubanden nicht am unteren Rand aus dem Gel herausliefen.
Nach Abschluss der Gelelektrophorese erfolgte der Transfer der getrennten
Proteine auf proteinbindende Membranen (Blotting). Als proteinbindende
Membran wurde eine Nitrocellulosemembran verwendet. Die Blottingmembran
und 6 Filterkartons wurden auf die Gelgröße zugeschnitten und im Transferpuffer
für 15 min getränkt, wobei Luftblasen am Filterkarton vermieden wurden. Nach
Beendigung der Gelelektrophorese wurde eine Glasplatte abgenommen, das Gel
vorsichtig abgelöst und 15 min im Transferpuffer äquilibriert. Der Semi-Dry-Blot
wurde vollständig luftblasenfrei zusammengebaut. Auf das abgetropfte
Kunststoffgitter wurde das transferpuffergetränkte Schwammtuch gelegt. Auf das
Schwammtuch wurden weitere 3 mit Transferpuffer getränkte Filterkartons gelegt,
dann das Gel, dann wieder 3 getränkte Filterkartons, das zweite Schwammtuch
und das zweite Kunststoffgitter. Das komplette Sandwich wurde
zusammengepresst und die Gitter verriegelt. Das Sandwich zeigte mit der
Nitrocellulosemembran zur Anode (+) und mit dem Gel zur Kathode (-). Der
Transfertank wurde verschlossen, die Blot Apparatur wurde konnektiert und bei
100 mA für 1 h laufen gelassen.
Nach dem Blotting wurden die Banden des „Rainbow Markers“ markiert und
anschließend wurden die transferierten Proteine auf der Nitrocellulosemembran
angefärbt, um den Blotvorgang zu überprüfen. Dafür wurde eine Ponceau-S-
Arbeitslösung (1 Teil Ponceau-S-Stammlösung und 9 Teile H2O bidest.) verwendet
und die Membran in dieser Lösung für 5 min angefärbt, anschließend kurz
gewässert und photographiert. Die Membran wurde dann 20 min auf dem
Wippschüttler mit TBS (trisphosphatgepufferte physiologische Kochsalzlösung)
gewaschen.
Vor Beginn der Nachweisreaktion mittels Bindung eines Erst- und Zweitantikörpers
wurden die Proteinblots abgesättigt (geblockt), um überschüssige
Proteinbindestellen der Membran zu saturieren und eine unspezifische Bindung
der Nachweisreagenzien zu verhindern. Als Blockierlösung wurde eine
TBS+0,1%Tween Lösung, die 5% entfettetes Trockenmilchpulver enthält,
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verwendet. Diese Blockierlösung wurde im weiteren Verlauf auch als Lösung für
den Erst- und Zweitantikörper verwendet. Die Membran wurde unter langsamem
Schwenken auf einem Wippschüttler mit der Blockierungslösung 30 min bei
Raumtemperatur abgesättigt. Anschließend wurde die Blockierlösung entfernt und
die Membran einmal kurz mit TBS (37°C) gewaschen. Als Erstantikörper wurde
der Antikörper rabbit anti Human Fet A PAK 5359 in einer finalen Verdünnung von
1/7000 verwendet. 350 µl Erstantikörper wurden in 50 ml Blockierlösung gemischt,
was an Menge für 2 Membranen ausreicht. Die Membranen wurden mit der
Erstantikörper-Lösung überdeckt und 1 h bei 37°C unter langsamem Schwenken
inkubiert. Anschließend wurde erneut dreimal 5 min mit TBS (37°C) gewaschen
und die Membran mit der Zweitantikörper-Lösung, (finale Verdünnung 1/5000),
bestehend aus Anti-Kaninchen IgG HRP-conjugated aus der Ziege und
Blockierlösung, überdeckt und 1h bei 37°C unter langsamem Schwenken
inkubiert. Die Zweitantikörper-Lösung wurde entfernt und die Membran dreimal 5
min mit TBS (37°C) gewaschen.
Um die an das geblottete Protein gebundenen Reagenzien sichtbar zu machen,
wurde nun ein Nachweisreagenz (Visualisierungslösung) zugegeben. Dafür wurde
das ECL+plusWestern Blotting Detection System verwendet. Zu diesem Zweck
wurde das Lumigen™PS-3 detection reagent A mit dem Lumigen™PS-3 detection
reagent B in einem Verhältnis von 40:1 vermischt und 5 ml unter Schwenken auf
die Membran gegeben, für ca. 2 min inkubiert und anschließend zwischen zwei
Folien gelegt. Diese wurden in der Dunkelkammer auf einen Röntgenfilm gelegt
und je nach Resultat 10 s bis 1 min exponiert. Da die Nachweisreaktion relativ
lange anhält, kann man mehrere Expositionen innerhalb der ersten Stunde
durchführen [36].
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2.4. Studienbeschreibungen
Im Rahmen der Evaluation der neu etablierten nephelometrischen Messmethode
führten wir die im Folgenden beschriebenen Pilotstudien durch.
2.4.1. Beschreibung Standard-Dialyseverfahren versus Genius-Dialyseverfahren
(Pilotstudie 1)
In dieser Studie sollte der Einfluß von ultrareinem Dialysat (Genius®) auf Serum
Ahsg/Fetuin-A Konzentration und auf den Entzündungsmarker (CRP) im Vergleich
zur Standarddialyse untersucht werden.
Als Standarddialyse wurde das Hämodialyse Gerät 4008 von Fresenius Medical
Care mit einem Fresenius Polysulfon® Kapillardialysator (dampfsteril) F7HPS
Low-Flux (Fresenius Medical Care, Bad Homburg, Deutschland) verwendet. Die
Patienten in unserer Studie wurden alle mit einer Bicarbonatdialyse dialysiert und
erhielten eine standardisierte Heparinisierung [37].
Bei dem GENIUS®-Dialysegerät nimmt ein Glasbehälter den gesamten für eine
Behandlung benötigten Vorrat an Dialysierflüssigkeit (ca.75 l) in der erforderlichen
Zusammensetzung hinsichtlich der Konzentrationen von Natrium, Kalium,
Kalzium, Chlorid, Magnesium, Glucose und Bikarbonat und der Temperatur
(38,5°C Ausgangstemperatur) auf. Die vom Dialysator abfließende benutzte
Dialysierflüssigkeit wird in denselben Behälter so zurückgeleitet, dass keine
Rezirkulation und Vermischung von gebrauchter und frischer Dialysierflüssigkeit
stattfindet. Wichtig für die Hygiene des Systems ist der axial in den Glasbehälter
eingebaute UV-Strahler, der in Vor- und Nachbereitungsphase die gesamte
Innenfläche der feststehenden Teile des Dialysierflüssigkeitskreislaufs bestrahlt
und bei ausreichender Einwirkzeit eine praktisch vollständige Entkeimung bewirkt
und entsprechend als „ultrareines“ Dialysat bezeichnet werden kann.
Im extrakorporalen Blutkreislauf wird das Blut vom arteriellen  Patientenanschluß
mittels einer Blutpumpe durch den Dialysator (FX 60 Capillary High-Flux
Dialysator, Fresenius Medical Care, Bad Homburg, Deutschland) und über eine in
der venösen Leitung angeordnete Kammer, die zum Abfangen von Luft dient, zum
venösen Patientenanschluß geleitet [38].
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Im Vergleich zu einer gewöhnlichen Standard-Dialyse ist bei der GENIUS®-
Dialyse der Kreislauf der Dialysierflüssigkeit also ein geschlossenes System. Die
Dialysierflüssigkeit kommt nicht in Kontakt mit Luft, sondern ist in dem
abgeschlossenen Glasbehälter und im Schlauchsystem des Dialysegerätes vor
dem Eintritt von Keimen geschützt. Die Tatsache, dass der Glasbehälter beim
Reinigungsprozess und das gesamte System sowohl in der Vor- als auch
Nachbereitungsphase durch die UV-Bestrahlung keimfrei gemacht werden, sorgt
für eine steri lere („ultrareine“) Dialyseapparatur als es das
Standardhämodialysegerät ermöglicht.
Diese Eigenschaft der Genius®Dialyse wird als inerte und möglicherweise
weniger entzündungsinduzierend betrachtet.
2.4.1.1. Beschreibung der Studiendurchführung
Es wurde die Hypothese untersucht, ob durch das GENIUS®Dialysesystem, bei
dem UV-sterilisiertes, ultrareines Dialysat verwendet wird, proinflammatorische
Stimuli bei Dialysepatienten zu unterdrücken sind und es so zu einer
Heraufregulierung des hepatisch produzierten Ahsg/Fetuin-A kommt. Wir führten
hierfür eine single-centre crossover Studie durch, um den Effekt von ultrareinem
Dialysat auf die Ahsg/Fetuin-A und CRP Konzentration zu untersuchen.
Hierzu wurden acht niereninsuffiziente, dialysepflichtige Patienten jeweils 3
Monate mit dem 4008 Standard-Hämodialysegerät und anschließend 3 Monate
mit der GENIUS®-Dialysegerät unter standardisierten Bedingungen (Heparin,
Dauer der Dialysesitzung, Wahl der Membran, Ultrafiltrations-Volumen) dialysiert.
Es wurden pro Dialyseart bei jedem Patienten 6 Blutentnahmen durchgeführt und
zwar wöchentlich Montags oder Dienstags nach dem 3 Tage langen dialysefreien
Intervall vor Anschluss an die Dialyse. Die acht Patienten wurden alle mit dem
gleichen Dialysatortyp je nach Dialyseverfahren (siehe oben) dialysiert.
Aus diesen Serumproben wurden folgende Werte bestimmt: Ahsg/Fetuin-A
(Normwert 0,5-1,0 g/l), CRP ultrasensitiv, Calcium, Phosphat und Protein. Jeweils
einmal am Ende des jeweiligen Zyklus wurde die Parathormon-, Harnstoff- und
Kreatinin-Konzentration bestimmt. Die Ahsg/Fetuin-A Konzentration wurde anhand
des im Methodenteil beschriebenen nephelometrischen Messverfahrens bestimmt.
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Die restlichen Parameter wurden im Zentrallabor der Universitätsklinik der RWTH-
Aachen gemessen
2.4.1.2. Daten der Pilotstudiengruppe 1
Die persönlichen Daten (Alter, Geschlecht, Zeitraum der Dialysebehandlung,
Ursache des terminalen Nierenversagens und Zusatzerkrankungen) der acht
untersuchten Dialysepatienten sind im Folgenden in tabellarischer Kurzübrsicht
aufgeführt. Eine detaillierte Beschreibung der Vorerkrankungen jedes einzelnen
Patienten findet sich im Datenanhang.
Tabelle 10: Patientendaten der 8 Dialysepatienten
Patient 1 K.H. 2 G.T. 3 B.B 4 L.B. 5 M.M. 6 U.D. 7 K.W 8 H.S.
Alter (Jahre) 66 82 35 64 69 67 82 73
Geschlecht m w w w m m w m
bisherige
Dialysedauer
(Monate)
22 62 38 69 20 27 12 18
Ursache des
terminalen
Nierenver-
sagens
Unbe-
kannt
Unbe-
kannt
Cyclosporin
-induziertes
hämolytisch
urämisches
Syndrom
Nephrekto
-mie bds.
Hyper-
tensive
Nephro-
sklerose
Diabet-
ische
Nephro-
pathie
Diabet-
ische
Nephro-
pathie
Unbe-
kannt
Arterieller
Hypertonus
X X O X X X X O
Diabetes
mellitus
X O O O X X X O
Sekundärer
Hyperpa-
rathyreoi-
dismus
X X O O X X X X
Renale
Anämie
O X O O X X X X
X = Ja, O = nein, m = männlich, w = weiblich
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Zu Beginn der Studie wurden die folgenden Ausgangslaborwerte der Patienten
bestimmt:
Tabellen 11 und 12: Laborwerte der 8 Dialysepatienten vor Beginn der Studie
Patient Nr. Natrium Kalium Calcium ges. Protein Phosphat
Referenzwerte 135-144
mmol/l
3,6-5,1 mmol/l 2,1-2,6 mmol/l 66-83 g/l 0,84-1,48 mmol/l
1 K.H. 136 5,8 2,17 65 1,66
2 G.T. 139 5,9 2,63 66 2,03
3 B.B. 133 2,9 2 73 2,32
4 L.B. 138 5,4 1,76 66 1,83
5 M.M. 142 4,7 2,32 69 1,85
6 U.D. 137 5,1 2,2 60 1,93
7 K.W. 132 4,3 2,48 72 1,46
8 H.S. 138 4 2,57 67 1,23
Patient Nr. Kreatinin Harnstoff Cholesterin Hämoglobin Triglyzeride
Referenzwerte 0,7-1,2 mg/dl 20-50 mg/dl 130-260 mg/dl m 140-180 g/l 30-200 mg/dl
w 120-160 g/l
1 K.H. 7,2 131 298 118 188
2 G.T. 7,2 218 307 118 199
3 B.B. 3,6 122 128 113 127
4 L.B. 9,2 146 263 111 251
5 M.M. 5,8 174 196 117 83
6 U.D. 8,1                  160 160 118 133
7 K.W. 3 128 205 116 400
8 H.S. 5,9 49 116 107 91
2.4.1.3. Ahsg/Fetuin-A Genexpression aus in Urämikerseren kultivierten Ratten-
Hepatomzellen
In dieser Pilotstudiengruppe fragten wir uns, außerdem ob im Falle einer erhöhten
Ahsg/Fetuin-A Konzentration bei Dialysepatienten am Genius®-System diese
durch eine differente Zusammensetzung der urämischen Seren die hepatische
Ahsg/Fetuin-A Produktion heraufregulieren könnte. Zu diesem Zweck wurden
Ratten-Hepatomzellkulturen (FTO2B) mit unterschiedlichen Seren kultiviert und
die Ahsg/Fetuin-A Genexpression mittels Real-Time-PCR bestimmt.
Es wurden 8 Kulturen mit 10% Urämikerseren der 8 Dialysepatienten
überschichtet und drei weitere Kulturen mit 10% fetalem Kälberserum (FCS). Aus
den Zellen wurde RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels TaqMan
Real Time PCR selektiv der DNA-Abschnitt für Ahsg/Fetuin-A amplifiziert.
Gleichzeitig wurde als „house keeping gene“ die 18s RNA derselben Proben
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mitbestimmt. Die Transkription des „house keeping gene“ ist in den FT02B Zellen
konstant und ermöglicht eine Korrektur der Target-Gen Expression für die
eingesetzte umgeschriebene RNA-Menge. Diese Methode wird unter Punkt 2.5.
ausführlicher beschrieben.
2.4.2. Beschreibung konventionelles Dialyseverfahren versus tägliches
Dialyseverfahren  (Pilotstudie 2)
2003 publizierte Daten aus dem Centre de Rein Artificiel de Tassin, Frankreich
zeigten dass Dialysepatienten, die eine Hämodialyse Therapie mit längerer
Dialysedauer (3 x 8 h/Woche) durchführten, eine deutlich erniedrigte
kardiovaskuläre Morbidität aufwiesen, als Patienten mit gewöhnlicher
Dialysedauer. Die Ursache hierfür scheint eine bessere Blutdruckkontrolle ohne
übliche Blutdruckabfälle während der Dialysetherapie und ohne den häufigen
Einsatz antihypertensiver Medikamente, zu sein [39].  Um zu untersuchen, ob eine
längere Dialysedauer bzw. -häufigkeit ebenfalls einen positiven Einfluss auf die
Ahsg/Fetuin-A Konzentration im Serum von Dialysepatienten hat, betrachteten wir
eine Pilotstudie, die an der UCL (Université catholique de Louvain) Faculté de
médecine in Belgien durchgeführt wurde. Die Seren dieser Patienten wurden uns
zugesendet, und mit dem nephelometrischen Messverfahren wurden die
Ahsg/Fetuin-A Konzentrationen bestimmt.
Diese Pilotstudie wurde mit einer Gruppe von 9 Patienten (6 Männer, 3 Frauen,
Durchschnittsalter 61 Jahre) durchgeführt. Sie wurden 3 Monate an der
konventionellen Hämodialyse (conventional hemodialysis = CHD) und
anschließend 12 Monate an der täglichen Hämodialyse (daily hemodialysis =
DHD) dialysiert.
Bei der CHD wurden die Patienten an drei Tagen in der Woche über einen
Zeitraum von vier Stunden dialysiert (12 Wochenstunden), wobei bei der DHD, die
an sechs Tagen in der Woche nachts durchgeführt wurde, die Dialysezeit bei acht
Stunden lag (48 Wochenstunden).
Bei jedem der 9 Patienten wurde nach drei Monaten an CHD (Monat 0) und nach
dem dritten, sechsten, neunten und zwölften Monat an der DHD (Monat 3, 6, 9,
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12) jeweils eine Blutentnahme durchgeführt und die Werte von Ahsg/Fetuin-A,
Homocystein und Cystatin C bestimmt.
Cystatin C dient als Nierenfunktionsmarker. Cystatin C ist ein kleinmolekulares (13
kDa) aus 120 Aminosäuren bestehendes, nicht-glykosyliertes Protein, das von
allen kernhaltigen Zellen in einer gleichbleibenden Menge produziert wird. Die
Produktion wird nicht durch entzündliche Reaktionen beeinflusst. Cystatin C  wird
wie auch Kreatinin aufgrund seines kleinen Molekulargewichtes und seines hohen
isoelektischen Punktes (positive Ladung) glomerulär filtriert. Die
Plasmakonzentration hängt daher vorwiegend von der Ausscheidung durch die
Nieren bzw. von der dialysebedingten Elimination ab.
Die Serumkonzentration von Cystatin C ist im Gegensatz zu der Kreatinin
Konzentration unabhängig von Gewicht, Größe, Muskelmasse, Alter und
Geschlecht, wodurch Cystatin C als Nierenfunktionsmarker weniger
interindividuellen Schwankungen unterliegt [40-43].
Homocystein als weiterer kardiovaskulärer Risikofaktor für das Auftreten von
peripherer arterieller Verschlusskrankheit (PAVK), zerebrovaskulären Insulten,
koronarer Herzkrankheit und tiefer Beinvenenthrombose, wurde zusätzlich bei
allen Patienten mitbestimmt.[44, 45] Die Homocystein Konzentration im Serum
liegt bei gesunden Menschen bei 5 – 10 mmol/l und kann unter folgenden
Umständen erhöht sein:
• Niereninsuffizienz
• Genetischen Defekten (MTHFR-Polymorphismen)
• Vitaminmangel: Mangel an Vitamin B12 und/oder Folat und/oder Vitamin B6
      führt zu Hyperhomocysteinämie
• Hypothyreose
• Maligne Tumore: Mamma, Ovar, Pankreas, lymphoblastische Leukämien
• Perniziöse Anämie
• Medikamente wie Methotrexat, Phenytoin, Theophyllin
• Zigarettenrauch [46].
Homocystein ist im Gegensatz zu Ahsg/Fetuin-A ein entzündungsunabhängiger
kardiovaskulärer Risikofaktor. Die Serumkonzentration von Homocystein wird
nicht durch Mikroinflammation beeinflußt.
29                                                                                                                                                        Methoden
2.4.3. Extraossäre Verkalkungen bei Dialysepatienten
Wir betrachteten außerdem zwei Langzeit-Dialysepatienten, die extrem
ausgeprägte extraossäre Verkalkungen aufwiesen und bestimmten mit Hilfe der
Nephelometrie ihre Ahsg/Fetuin-A Konzentrationen. Diese Patienten fielen klinisch
durch starke Gelenkschmerzen (Schulter und Hüfte) auf, woraufhin man
radiologisch erhebliche extraossäre artikuläre Weichteilverkalkungen nachwies.
Schäfer et. al. hatten zuvor bei Patienten mit Kalziphylaxie, einer bedrohlichen,
durch schwere Verkalkung kutaner Arteriolen bedingte Erkrankung von
niereninsuffizienten Patienten, erhebliche Ahsg/Fetuin-A Defizienzen festgestellt
[28].
Patient G.R. K.S.
Alter (Jahre) 49 43
Geschlecht weiblich männlich
Wie lange an Dialyse?
(Jahre)
9 8
Ursachen des terminalen
Nierenversagens
Schrumpfnieren beidseits Glomerulonephritis
Arterieller Hypertonus X X
Renale Anämie X X
Sekundärer
Hyperparathyreoidismus
X X
Hyperhomocysteinämie X 0
Extraossäre Verkalkungen Periartikuläre Calcinose im
Bereich der linken Schulter
 Verkalkungen im Bereich der
Nebennierenloge links und des
Pankreasschwanzes
 Ausgedehnte Weichteilver-
kalkung des linken Hüftgelenks
z.T. innerhalb des M. gluteus
medius gelegen
X = ja, 0 = nein
Methoden                                                                                                                                                        30
2.5. Stimulation von Ratten-Hepatomzellen mit Kälber-und Urämikerseren
Ratten-Hepatomzellkulturen (FTO2B) wurden mit jeweils 10% Urämikerserum und
fetalem Kälberserum (FCS) inkubiert und für 24 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert.
Anschließend wurde das Serum abgesaugt, zweimal mit PBS gewaschen und die
Zellen in RLT-Puffer mit β-Mercaptoethanol lysiert und bei –70°C bis zur weiteren
Verarbeitung eingefroren.
2.5.1. Grundlagen
Beim Umgang mit RNA wurde grundsätzlich darauf geachtet, dass die als
Einzelstrang vorliegende RNA extrem empfindlich ist gegenüber degradierenden
Enzymen, sogenannten Ribonukleasen (RNasen). Es wurde immer streng darauf
geachtet, dass mit Handschuhen an speziell für den Umgang mit RNA
vorgesehenen Arbeitsplätzen gearbeitet wurde.
2.5.2. RNA Isolation aus Ratten-Hepatomzellen mittels RNeasy Mini Kit
Zur RNA-Isolation aus den FTO2B-Zellen wurde das Lysat auf eine Qiashredder
Säule gegeben, die dabei auf ein 2 ml Eppendorfgefäß gesetzt und für 2 min bei
14.000 rpm (rates per minute) in der Tischzentrifuge zentrifugiert wurde. Für die
RNA-Extraktion wurde anschließend 1 Volumen 70% Ethanol (z.B. 300 µl bei 300
µl RTL-Puffer) zugegeben, durch auf- und abpippetieren mit der Probe vermischt,
wobei ein weißer Niederschlag sichtbar wurde. Die RNeasy-Mini Säule, die
wiederum auf eine Sammel-Eppendorfgefäß gesetzt wurde, wurde dann mit
maximal 700 µl Volumen beladen und 15 sec bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der
Durchlauf, der im Sammelgefäß aufgefangen wurde, wurde verworfen. Um die
Säule zu waschen, wurde pro Probe 350 µl RW1 Lösung auf die Säule gegeben
und 15 sec bei 10.000 rpm zentrifugiert, wiederum wurde der Durchlauf verworfen.
Für den DNase-Verdau wurde 10 µl DNase Stock und 70 µl RDD-Puffer durch
Schwenken gemischt und 75 µl dieser Mischung auf die Säule gegeben und bei
Raumtemperatur für 15 min inkubiert. Die DNase wurde mit 350 µl RW1 Lösung
Puffer pro Probe durch 15 sec Zentrifugation bei 10.000 rpm ausgewaschen.
Anschließend wurde die Säule in ein neues Eppendorfgefäß gesetzt und mit 500
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µl RPE-Puffer pro Probe durch 15 sec Zentrifugation bei 10.000 rpm gewaschen,
der Durchlauf wurde verworfen. Die Säule wurde erneut mit 500 µl RPE-Puffer
gewaschen, aber diesmal 2 min bei 10.000 rpm zentrifugiert und der Durchlauf
wieder verworfen. Um die Säule zu trocknen wurde sie in ein neues
Eppendorfgefäß gesetzt und bei 14.000 rpm für 1 min zentrifugiert und das
Eppendorfgefäß mitsamt dem Durchlauf verworfen. Um nun die RNA
auszuwaschen und zu sammeln, wurde die Säule in ein sauberes beschriftetes
Eppendorfgefäß gesetzt und 30 µl RNase-freies H2O auf die Membran der Säule
pipettiert. Die Säule wurde 1 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend
bei 10.000 rpm zentrifugiert. Im Durchlauf befand sich nun die unter DNase
Verdau gewonnene RNA der stimulierten Hepatomzellen.
2.5.3 Bestimmung der RNA Konzentration aus den gewonnenen Proben mit dem
Photometer
RNA besitzt wie DNA ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlänge von 260
nm, während das von verunreinigenden Proteinen bei höheren Wellenlängen liegt.
Der Quotient aus der Extinktion bei 260 nm dividiert durch die  Extinktion bei 280
nm als Qualitätskontrolle sollte zwischen 2 und minimal 1,8 liegen, was bei
unseren Proben ausnahmslos erreicht wurde. Die Extinktion bei 260 nm wurde
direkt zur Bestimmung der RNA Konzentration verwendet, dabei wurde jede Probe
in einer 1:50 Verdünnung photometrisch (1µl Probe auf 49 µl H2O bidest.)
gemessen. Das  Lambert Beersche Gesetz E = c x d x ε (E = Extinktion, c =
Konzentration, d = Dicke=1cm, ε = Extinktionskoeffizient für RNA=25) wurde nach
c umgeformt und man erhielt folgende Gleichung c = E x Verdünnung/ε. Um die
RNA Konzentration zu berechnen, musste man die entsprechenden
Extinktionswerte in die bei einer Verdünnung von 1:50 vereinfachte Formel c
(µg/µl) = E x 2 einsetzen. (Beispiel: Extinktion bei 260 nm = 1,6;  c = 1,6 x 2 = 3,2
µg/µl.)
2.5.4. Umschreibung der RNA in cDNA mittels Reverser Transkription (RT)
Entsprechend der Versuchsanleitung des Eurogentec RT Core Kit™ wurde von
jeder Probe 200 ng RNA in einer 4 µl Lösungsvolumen in cDNA umgeschrieben.
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Die 4 µl Probe wurden mit 6 µl Master Mix, bestehend aus 1 µl 10x
Reaktionspuffer, 2 µl 25 mM MgCl2 Lösung, 2 µl 2,5 mM dTNP Lösung, 0,5 µl
random-nonamer Primer Lösung, 0,2 µl RNase Inhibitor und 0,25 µl Euro Script
Reverse Transkriptase, durch kurzes Zentrifugieren in einem Eppendorfgefäß
gemischt. Anschließend wurden die Proben im Thermocycler zuerst für 10 min bei
25°C, dann 30 min bei 48°C inkubiert und zuletzt, um die Reverse Transcriptase
zu inaktivieren nochmals 5 min bei 95°C inkubiert. Die umgeschriebene cDNA
wurde mit destilliertem Wasser im Verhältnis 1:5 für die weiteren PCR
Untersuchungen verdünnt.
2.5.5. Amplifikation von Ahsg/Fetuin-A und 18s mittels TaqMan Polymerase-
kettenreaktion (PCR)
2.5.5.1. Grundlagen der Polymerasekettenreaktion (PCR)
Diese Methode ermöglicht den spezifischen quantitativen Nachweis kleinster
Mengen von DNA-Abschnitten durch gezielte exponentielle Vervielfältigung der
jeweiligen Fragmente. Das Prinzip der PCR besteht in der zyklischen
Wiederholung (25-40x) folgender Einzelschritte:
1. Bei 95°C erfolgt die Denaturierung, wobei der DNA-Doppelstrang in
komplementäre Einzelstränge aufgeteilt wird. Diese dienen dann als Vorlage,
sogenannte „Templates“.
2. Das „Annealing“ besteht in der Ankopplung zweier synthetischer
Oligonekleotide, den „Primern“, an die beiden „Templates“ bei einer Temperatur
von 65°C. Dabei ist die Sequenz der „Primer“ so gewählt, dass sie jeweils
spezifisch komplementär zu den „Templates“ eines Einzelstranges sind, sich an
eine bestimmte  Stelle der DNA anlagern.
4. In der „Elongation“ findet die Verlängerung durch eine DNA-Polymerase II
am 3`OH-Ende des „Primers“ bei 72°C statt, so dass zwei doppelsträngige DNA-
Fragmente des gesuchten Genomabschnittes entstehen. Die Anzahl der
Fragmente verdoppelt sich also mit jedem Zyklus.
Die Verwendung einer thermostabilen DNA-Polymerase aus dem Bakterium
Thermus aquaticus („Taq-Polymerase“) ermöglicht die automatisierte
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Wiederholung dieser drei Einzelschritte, ohne jeweils nach dem Denaturieren ein
neues Enzym zusetzen zu müssen [47]. Um RNA mit dieser Methode untersuchen
zu können, ist es notwendig diese vorher in cDNA umzuschreiben (Reverse
Transkription siehe unter 2.5.4.). Dazu werden bestimmte Polymerasen aus
Retroviren, die RNA in cDNA transkribieren können, verwendet. Da diese
Polymerasen nur an doppelsträngige DNA binden können, werden sogenannte
„random-nonamer-Primer“ zugesetzt. Diese Primer, unterschiedlichster
Sequenzen, lagern sich an der DNA an und dienen als Startpunkt für die
Polymerase.
2.5.6. Funktionsweise der TaqMan PCR:
Die Mengenbestimmung des PCR Amplifikates bei der konventionellen PCR
Reaktion erfolgte früher häufig über die Densitometrie der im Gel aufgetrennten
PCR Produkte mit Ethidiumbromidfärbung nach Abschluß der PCR. Ein zentraler
Nachteil dieser Methode besteht im geringen linearen Bereich einer
Ethidiumbromidfärbung für die Quantifizierung des PCR Amplifikates
Mit Hilfe der TaqManTM PCR-Technologie ist es nun möglich „online“ während der
Amplifikationsschritte die Menge des bisher entstandenen Amplifikates direkt und
spezifisch mit Hilfe einer fluoreszenz-markierten Sonde nachzuweisen und somit
einen linearen Bereich von 8 Größenordnungen zu erhalten. Die aus einem
Oligonukleotid bestehende Sonde ist an ihrem 5`Ende mit einem fluoresierenden
Reporterfarbstoff (Fluoreszein-Derivat) markiert, während das 3`Ende einen
Quencher Farbstoff (Rhodamin-Derivat) trägt und außerdem mit einem
Phosphatrest blockiert ist. Wird die intakte Sonde bei einer spezifischen
Wellenlänge von 488 nm zur Fluoreszenz angeregt, so wird die Fluoreszenz des
Reporterfarbstoffes aufgrund der räumlichen Nähe zum Quencher durch einen
Fluoreszenz-Energietransfer (FET) unterdrückt. Während der PCR hybridisiert die
Sonde mit den Primern zunächst an den Matrizen-Strang. Während der Primer-
Extensionsphase trifft die Taq Polymerase auf die Sonde und verdrängt diese. Es
entsteht eine Y-förmige Sekundärstruktur, wodurch die 5`-3`-Exonuklease Aktivität
der AmpliTaq Polymerase aktiviert wird und die Sonde geschnitten wird. Kommt
es zur Sondenhydrolyse, so wird die räumliche Nähe von Reporter und Quencher
unterbrochen, und der Fluoreszenz-Energietransfer wird nicht mehr unterdrückt.
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Abhängig von der Menge des entstehenden PCR-Produktes steigt die
Fluoreszenz des Reporters mit jedem PCR-Zyklus an. Das dabei entstehende
Signal ist strikt sequenzspezifisch und wird mit Hilfe des ABI PRISM 7700
Sequence Detectors™ im geschlossenen Reaktionsgefäß Zyklus für Zyklus
erfasst. Durch Ko-Amplifikation einer Standardreihe der subklonierten Target-
Gensequenz läßt sich mit Hilfe einer Eichkurve computergestützt die absolute
Kopienzahl des Target Gens in den Reaktionsansätzen errechnen [48].
In eine 96 Loch TaqMan  Multititerplatte wurde der 18s Standard-Mastermix
jeweils zweimal zur Doppelbestimmung in jeder der folgenden Konzentrationen
pipettiert: 7x103, 7x104, 7x105, 6x107, 2,4x108. Das 18s „Ribosomal RNA Control
Reagent“ ist ein sogenanntes „house keeping gene“, dessen Transkription in den
FTO2B Zellen konstant ist. Es wird bei jeder TaqManPCR mitbestimmt und
ermöglicht so eine Korrektur der Target-Gen Expression für die eingesetzte und
umgeschriebene RNA Menge. Der Ahsg/Fetuin-A Standard-Mastermix wurde
auch zweimal zur Doppelbestimmung in den folgenden Konzentrationen in die
Mutititerplatte pipettiert: 9,3x102, 9x103, 9,3x104, 9,3x105, 9,3x106. Unsere Proben
wurden jeweils zweimal zur Doppelbestimmung zu dem 18s Mastermix und dem
Fetuin-A Mastermix pipettiert und vermischt. Der 18s Mastermix setzte sich
folgendermaßen zusammen: 2 µl 10 x Reaktionspuffer, 1,4 µl 50mM MgCl
Lösung, 0,8 µl 5mM dNTP Lösung, 0,1 µl 18s Primermix Lösung, 0,1 µl TaqMan
Polymerase, 13,6 µl RNase freies H2O und 2 µl Probe bzw. entsprechend
verdünnter Standard-18s. Der Fetuin-A Mastermix bestand aus denselben
Mengen Reaktionspuffer, MgCl Lösung, dNTP Lösung, TaqMan Polymerase und
Probe bzw. Standard-Fetuin-A. Anstelle der 0,1 µl 18s Primermix Lösung wurden
0,2 µl Fetuin-A Primer sense Lösung, 0,2 µl Fetuin-A Primer antisense Lösung
und 0,12 µl Fetuin-A Sonde und dementsprechend weniger 13,18 µl RNase freies
H2O zusammen pipettiert, um eine Gesamtmenge von 20 µl zu erhalten. Als
Negativkontrolle („No template control“) wurde der Mastermix ohne Template
mitlaufen gelassen. PCR-Läufe, in denen sich hier eine signifikante Amplifikation
nachweisen ließ, wären als kontaminiert verworfen worden, was jedoch nicht
beobachtet wurde. Die PCR-Bedingungen der TaqManTM Reaktion waren:
Aktivierung der Taq-Polymerase bei 95°C für 10min, 40 Zyklen von 15 s
Denaturieren bei 95°C und 1 min Annealing 60°C mit Elongation.
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Ergebnisse
3.1. Etablierung des nephelometrischen Assays zur Messung von Ahsg/Fetuin-A
Ziel dieser Arbeit war es, mit der Nephelometrie eine zuverlässige und
anwendungsfreundliche Nachweismethode des Serumproteins und neuen
kardiovaskulären Risikofaktores Ahsg/Fetuin-A zu etablieren. Wir verfolgten die im
Folgenden beschriebenen Schritte, um dieses Ziel zu erreichen.
3.1.1. Anleitung zur Etablierung eines nephelometrischen Assays von Minineph™
Vom Hersteller des Minineph™  Assays wurden folgende Anleitungspunkte
vorgegeben, an denen wir uns im Verlauf der Etablierung der Nephelometrie
orientierten.
• Vorschlag: 5 sec „Blank“-Zeit und 600 sec Messzeit, kann variiert werden
• Verdünnung der Serumproben nur mit Minineph™ Diluent
• Gesamtvolumen der Proben und Reagenzien sollte etwa 400µl betragen,
davon 20µl verdünntes Serum (mit 1:40 Verdünnung anfangen), 40µl
Antikörper und 400µl Minineph™ Reaction Buffer
• Um einen brauchbaren Messwert zu bestimmen, können folgende Parameter
variiert werden:
1. Antikörper Konzentration oder Volumen
2. Proben-Konzentration oder -Volumen
3. Messzeit (Blankzeit oder Messzeit)
• Der „Scatter“ (Streuungswert) am höchsten Punkt der Heidelberger Kurve
sollte zwischen 2.000-3.000, der „Scatter“ am tiefsten Punkt der Kurve
zwischen 100-500 Einheiten liegen.
Vermieden werden sollten Kurven, die durch Antigenüberschuss verändert sind.
Falls ein Antigenüberschuss vermutet wurde, sollten die Proben weiter verdünnt
werden. Kam es dann zu einem „Scatter“-Anstieg, konnte es sich nicht um einen
Antigenüberschuss handeln.
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Im Minineph™ Nephelometer wurde zu Beginn ein bestimmter Messmodus („user
prepared chemisty mode“ - UPC mode) festgelegt. Die „Blank“-Zeit, d.h. die Zeit in
der der Leerwert der Probe gemessen wird, wurde mit 5 sec festgelegt. Die
restliche Messzeit wurde mit 300 sec festgelegt. Die Anzahl der benötigten
Reagenzien (Serumprobe) wurde entsprechend der Geräteherstellerangaben mit
1 festgelegt, da sowohl Antikörper als auch Reaktionspuffer nicht als zusätzliche
Reagenzien angesehen werden.
3.1.2. Testung unterschiedlicher Ahsg/Fetuin-A Antikörper
Das Serum A (Serum nierengesunder Person A.K.) wurde nach Assayanleitung
mit dem Sample-Diluent 1:40 verdünnt. Wir hatten vier Ahsg/Fetuin-A Antikörper
zur Verfügung stehen, die wir der Reihe nach im selben Serum testen wollten. Von
jedem der vier Antikörper wurde eine Verdünnungsreihe in folgenden
Verdünnungsschritten angefertigt (1:1, 1:4, 1:16, 1:64, 1:256, 1:1024, 1:1400). Es
wurden jeweils 20 µl der verdünnten Serumprobe auf den Boden der Minineph™
Küvette, in der sich ein kleiner metallener Rührstab befand, pipettiert. Die Küvette
wurde in die Küvettenkammer des Nephelometers gesetzt. Mit der elektronischen
Pipette wurden auf ersten Knopfdruck 400 µl Reaktionspuffer aufgezogen, auf
zweiten Knopfdruck Luft als Pufferschicht, auf dritten Knopfdruck 40 µl Antikörper
und auf vierten Knopfdruck wurde der Pippetteninhalt in die Küvette entleert. Auf
diese Weise wurden die vier Ahsg/Fetuin-A Antikörper der Reihe nach in ihren 7
Verdünnungsschritten durchpipettiert.
Es handelte sich um folgende Ahsg/Fetuin Antikörper:
A. α2-HS-Glykoprotein IgG, Code: PC124, Batch: 810807, Minineph™
B. rabbit anti-Human Fet A PAK 5359
C. AS 249 Schaf
D. anti-Fetuin-A 921006 Rabbit, Dade Behring.
Es zeigte sich, dass es nicht sinnvoll war, die Antikörper zu verdünnen, da die
höchsten Scatterwerte bei Zugabe des unverdünnten Antikörpers erzielt wurden.
Die folgende Tabelle 2 zeigt die gemessenen Scatterwerte für die vier
Ahsg/Fetuin-A Antikörper in unverdünnter Konzentration.
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Tabelle 2 und Abbildung 4: verschiedene Ahsg/Fetuin-A Antikörper
Antikörper A zeigte keinen Effekt, bei Antikörper B entstand ein geringer Anteil
von Antigen-Antikörperkomplexen, so dass allerdings hier ein Scatter
(Streuungswert) gemessen wurde. Sowohl bei Antikörper C als auch bei
Antikörper D wurde ein höherer Scatter gemessen. Wir entschieden uns für
Antikörper D anti-Fetuin A 921006 Rabbit, da dieser kommerziell zuverlässig
erhältlich (Firma Dade Behring, Marburg, Deutschland) ist, wohingegen der
Antikörper C AS 249 Schaf in Zukunft nur unzuverlässig zur Verfügung gestanden
wäre.
3.1.3. Testung unterschiedlicher Verdünnungen der Proben
Als nächster Schritt wurde die Serumverdünnung festgelegt, bei der ein
ausreichend hoher Scatter gemessen wird, dass heißt bei der man eine Antigen-
Antikörper Sättigung erreicht. Hierfür wurde eine Verdünnungsreihe von zwei
Seren nierengesunder Patienten (Serum AK und Serum PB) angefertigt. Das
Serum PB taucht im weiteren Verlauf der Arbeit mit der Abkürzung Ä (Äquivalent)
auf. Ä ist unser Bezugsserum mit konstantem Wert, auf das die gemessenen
Proben abgeglichen wurden.  Die Seren wurden 1:1, 1:2, 1:4, 1:16, 1:32 und 1:64
verdünnt und nacheinander nephelometrisch gemessen. Die Assaybedingungen
blieben gleich: 5s Blank, 300s Messzeit, 20µl Probe, 400µl Reaction Buffer und 40
µl Antikörper. Die Ergebnisse sind in Abbildung 2 dargestellt:
Antikörper Scatter
A 0
B 154
C 508
D 456
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Tabelle 3:   Verdünnungsreihe der Seren nierengesunder Probanden
 Verdünnung
Scatter
AK
Scatter Ä
(PB)
1 4000 2464
1/2 2237 1817
1/4 1689 1446
1/8 1436 1184
1/16 839 1052
1/32 606 1090
1/64 520 830
 Abbildung  5: Verdünnungsreihe der Seren nierengesunder Probanden
Wir legten als Standardverdünnung der zu messenden Seren eine Verdünnung
von 1:4 fest, da die Scatterwerte bei dieser Verdünnungsstufe nach Minineph™
Herstellerangaben im empfohlenen Bereich lagen.
3.1.4. Testung eines Ahsg/Fetuin-A Standards
Es wurde eine frische Ahsg/Fetuin-A Standardlösung angefertigt. Das kommerziell
erworbene gereinigte Ahsg/Fetuin-A α2-HS-Glycoprotein OP 100671 (Dade
Behring, Marburg, Deutschland) wurde in aqua ad injectabilia (Delta Pharma)
gelöst. Es wurde eine Ahsg/Fetuin-A Konzentration von 5mg/ml hergestellt.
Mit dem neuen Standard Ahsg/Fetuin-A wurde eine Verdünnungsreihe in
folgenden Verdünnungsschritten angefertigt: 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64,
1:128. Hierbei mußte darauf geachtet werden, dass man jeden
Verdünnungsschritt einzeln neu in einem Eppendorf-Gefäße ansetzte. Wir stellten
fest, dass wenn sich die Probe länger als 1 Minute vor der Messung im Eppendorf-
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Gefäß befindet, ein deutlich niedrigerer Scatter gemessen wird, als wenn man sie
frisch ansetzt und sofort misst. So wurde die Standardreihe nicht durch
Weiterverdünnung des vorherigen Serums angefertigt, sondern jede
Verdünnungsstufe neu angesetzt. Wir vermuten, dass sich das elektrostatisch
aufgeladene Ahsg/Fetuin-A bei längerem Stehen an der Plastikwand des
Eppendorf-Gefäßes festsetzt und man so eine geringere Konzentration an
Ahsg/Fetuin-A in der Probe misst, d.h. einen geringeren Scatter erhält.
Nach mehrfachem Vergleich zwischen einem Messvolumen von insgesamt 460 µl
und einem Volumen von 230 µl wurde immer der gleiche Scatterwert gemessen,
so dass das Volumen der zu messenden Probe auf die Hälfte reduziert wurde. Es
machte keinen Unterscheid, ob man wie anfänglich mit 20 µl Probe, 400 µl
Reaktionspuffer und 40 µl Antikörper oder mit der Hälfte der Volumina 10 µl
Probe, 200 µl Reaktionspuffer und 20 µl Antikörper arbeitet.
Tabelle 4: Werte Standard Ahsg/Fetuin-A-Verdünnungsreihe
Verdünnung
Konzentration
 in mg/ml
Scatter I
(Abb.
6,7)
Scatter
II (Abb.
8) Mittelwert
    
nativ 5 18  18
1/2 2.5 379  379
1/4 1.25 4000  4000
1/8 0.625 3861 3599 3730
1/16 0.3125 2427 1735 2081
1/32 0.15625 1587 887 1237
1/64 0.07812 542 331 436,5
1/128 0.03906 225  225
Abbildung 6: Standard Ahs/Fetuin-A-Verdünnungsreihe
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Anhand der Abbildung 6 kann man erkennen, dass die Kurve der
Standardverdünnungsreihe der Heidelberger Kurve ähnelt. Bei den ersten drei
Verdünnungsstufen nativ, 1:2 und 1:4 liegt ein Antigenüberschuss vor. Die
Verdünnungsstufen von 1:8, 1:16 und 1:32 liegen im Äquivalenzbereich, bei den
Verdünnungsstufen 1:64 und 1:128 liegt ein Antikörperüberschuss vor.
Abbildung 7: Lineare Regression durch den Nullpunkt
Legt man eine Regressionsgrade durch die letzten fünf Verdünnungsstufen und
den Nullpunkt, so erhält man einen Korrelationskoeffizienten R2 von 0,9857
(Abbildung 7). Wir wiederholten die Messung von Verdünnungsstufe 1:8, 1:16,
1:32, und 1:64 und erhielten die in Abbildung 8 dargestellte Regressionsgrade mit
einem Korrelationskoeffizienten von R2 von 0.9992.
Abbildung 8: Lineare Regression durch Nullpunkt II
y = 6184,1x
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Zur Bestimmung der Fetuinwerte musste nun die Gleichung y(Scatter) = 5906,3x-
92,221 nach x umgeformt werden. Die Gleichung zur Berechung der Fetuinwerte
lautet demnach x = y(Scatter) + 92,221/ 5906,3. Die Werte wurden außerdem
gemäß der Vergleichsmessung im ELISA durchschnittlich um den Faktor 0,65
korrigiert, um einen bei der Nephelometrie vorkommenden Matrixeffekt zu
korrigieren. Unter Matrixeffekt versteht man, dass in die Immunkomplexe aus
Ahsg/Fetuin-A-Antigen und Antikörper weitere Serumproteine einwirken und so
höhere Werte gemessen werden als den reinen Ahsg/Fetuin-A Immunkomplexen
entsprechen würden, die in den spezifischen Antikörperpräzipitationen nicht
vorhanden sind.
Trägt man sowohl die Verdünnung des Standards Ä als Kurve, als auch die
Verdünnung des Standard Ahsg/Fetuin-A als Kurve in der gleichen Grafik auf, so
wird der Matrixeffekt sichtbar. Dementsprechend wurde bei allen weiteren
Messungen immer zum potentiellen Kollektiv das gewählte Standardserum
mitgemessen.
Tabelle 5: Verdünnungswerte von Standardserum Ä und Standard-Ahsg/Fetuin-A
Standard Ä
0,728 g/l
Konzentration Scatter Scatter Verdünnung ber. Konzentration
0,625 3730 3290  1/2 0,36
0,3125 2081 1749  1/4 0,18
0,15625 1237 1165  1/8 0,09
0,07812 436,5 459 1/16 0,05
 Abbildung 9: Standardserumverdünnung, Ahsg/Fetuin-A-Standardverdünnung
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3.1.5. Ahsg/Fetuin-A Messung nephelometrisch versus Messung im Westernblot
Um zu überprüfen, ob wir mit der Nephelometrie tatsächlich spezifisch
Ahsg/Fetuin-A messen und nicht andere Serumproteine inadäquat erfasssen,
haben wir drei gesunde Probanden (AK, Ä, RW), die nephelometrisch relative
hohe Ahsg/Fetuin-A Werte hatten, und drei Kalziphylaxie Patienten (H, K, R), die
nephelometrisch sehr niedrige Ahsg/Fetuin-A Werte hatten, parallel im Western
Blot gemessen. Der Western Blot hat zum Vorteil, dass er monospezifisch
Ahsg/Fetuin-A misst, und man nicht wie in der Nephelometrie einen Matrixeffekt
mitmisst.
Tabelle 6: Nepheleometrisch gemessene Ahsg/Fetuin-A Werte
         1         2         3        4         5         6
Abbildung 10: Ahsg/Fetuin-A Messung mittels Western Blot von gesunden Probanden (1-3) mit
normaler Ahsg/Fetuin-A Konzentration und Kalziphylaxie Patienten (4-6) mit erniedrigter
Ahsg/Fetuin-A Konzentration
Die Messung des Ahsg/Fetuin-A im Western Blot zeigte, dass die nephelometrisch
niedrig gemessenen Proben auch im Western Blot spezifische schmale
Ahsg/Fetuin-A Banden bilden und die nephelometrisch hoch gemessenen
Ahsg/Fetuin-A Spiegel im Western Blot breite Banden bilden. Die absolute Höhe
der im Westernblot und in der Nephelometrie gemessenen Werte korrelierte gut
miteinander.
Proben Nr. Probe Scatter Fetuin-A in g/l
1 AK 1857 0,77
2 Ä 1749 0,73
3 RW 2092 0,87
4 H 1357 0,56
5 K 1118 0,46
6 R 831 0,34
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3.1.6. Eichkurve zur Berechnung der Ahsg/Fetuin-A Werte anhand der
Scatterwerte
Wir legten als Standardserum das Serum Ä fest mit einer bekannten Ahsg/Fetuin-
A Konzentration von 0,728 g/l. Kommerziell erhältliche Standardseren wiesen den
Nachteil auf, dass sie sich nicht als Serumäquivalent benutzen liessen und
dadurch zu Schwankungen führten. Das humane Serum Ä zeigte sich in dieser
Hinsicht als stabil mit Abweichungen von < 5%, so dass wir dieses Serum als
Standardserum festlegten.
Tabelle 7: Werte zur Berechnung der Fetuinwerte
Nativ
Ä: Ä
Fetuin-A in g/l = Scatter / 9639
0,728 g/l
ber. Konzentration
Verdün-
nung
g/l Scatter Tag 1 Scatter Tag 2 Mittelwert Standard-
abweichung
nativ
1/2 0,364 3290 3500 3395 105
1/4 0,182 1749 2053 1901 152
1/16 0,091 1165 945 1055 110
1/32 0,0455 459 351 405 54
Abbildung 11: Eichkurve zur Berechnug der Fetuinwerte
Bei den Messungen aller Seren wurde, wie bereits oben ausgeführt, bei jeder
erneuten Nephelometerbenutzung das Standardserum Ä mitgemessen und aus
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dem Scatterwert nach der oben genannten Formel x= Scatter/9639 die
Ahsg/Fetuin-A Konzentration berechnet. Die Abweichungen der Standardserum-
Ahsg/Fetuin-A Konzentration blieb bei allen Messungen unter 5%. Die
Scatterwerte unserer Patientenseren wurden nach der oben genannten Formel
und dem an dem entsprechenden Tag gemessenen Standardserumwert
berechnet.
Zur Qualitätskontrolle wurden der Intraassay Variationskoeffizient (n=20) 7,75 %
und der Interassay Variationskoeffizient (n=16) 8,77 % bestimmt.
3.2. Ahsg/Fetuin-A- und CRP- Konzentrationen unter Standard- und GENIUS-
Dialyse
Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse der CRP-Werte unter Standard-
Hämodialyse (CRP-HD) und GENIUSDialyse (CRP-GENIUS) sowie die
Ahsg/Fetuin-A Werte unter Standarddialyse (Fetuin-HD) und GENIUSDialyse
(Fetuin-GENIUS) der acht Patienten aus unserer Pilotstudie.
Tabelle 8: Ahsg/Fetuin-A und CRP Mittelwerte mit Standardabweichung während Standard (HD)-
und GENIUS Dialyse
n = 6 Messungen (jeweils nach dialysefreiem Wochenendintervall vor Anschluss an die Dialyse);
*p<0,05 HD vs. Genius bzgl. Ahsg/Fetuin-A und CRP
Patienten Nr.: CRP-HD Fetuin-HD CRP-
GENIUS
Fetuin-
GENIUS
T-Test HD vs.
GENIUS bzgl.
Ahsg/
Fetuin-A
T-Test HD vs.
GENIUS bzgl.
CRP
1 K.H. 26,8±20,4 0,5±0,07 25,5±7,7 0,6±0,07 *< 0,05 0,45
2 G.T. 6,7±2 0,51±0,06 6,6±4,3 0,5±0,05 0,41 0,47
3 B.B. 1±0,82 0,58±0,08 1,93±2,28 0,65±0,07 0,09 0,23
4 L.B. 4,92±2,23 0,54±0,03 4,37±3,05 0,63±0,10 *< 0,05 0,38
5 M.M. 2,72±3,84 0,41±0,03 5,12±2,32 0,31±0,07 *<0,05 0,11
6 U.D. 9,32±7,61 0,43±0,04 9,42±7,13 0,4±0,04 *<0,05 0,49
7 K.W. 2,1±0,48 0,58±0,05 4,14±2,4 0,62±0,13 0,21 *<0,05
8 H.S. 24,2±18,93 0,57±0,11 17±3,81 0,58±0,06 0,43 0,21
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Ahsg/Fetuin-A nach Dialysemodalität
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Abbildung 12: Grafische Auftragung der Mittelwerte für CRP unter Bedingungen der Standard- und
Genius-Dialyse
Abbildung 13: Grafische Auftragung der Mittelwerte für Ahsg/Fetuin-A unter Bedingungen der
Standard - und Genius-Dialyse
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Nach der Umstellung von dem konventionellen Hämodialyseverfahren auf das
GENIUS-Dialyseverfahren kam es bei vier Patienten zu einem signifikanten
Anstieg der Ahsg/Fetuin-A Konzentration, bei zwei Patienten blieben die Werte
gleich. Bei diesen sechs Patienten bleiben die CRP Konzentrationen nach
Umstellung auf die GENIUSDialyse konstant bzw. es kam zu einem leichten
Abfall der CRP  Konzentrationen.  Bei zwei Patienten kam es nach Umstellung zu
einem Abfall der Ahsg/Fetuin-A Spiegel, wobei diese beiden Patienten einen
intermediären CRP-Anstieg aufgrund eines akuten Entzündungsprozesses
verzeichneten Die Umstellung der Patienten von konventioneller zur
GENIUSDialyse hatte keinen Einfluß auf die Dialysequalität und -effektivität.
Calcium, Phosphat und CRP Konzentrationen blieben gleich.
3.2.1. Auswirkungen von Urämikerserum auf die Ahsg/Fetuin-A Genexpression
aus in Urämikerserum kultivierten Ratten-Hepatomzellen
Es wurde untersucht ob es in Ratten-Hepatomzellen (FTO2B Zellen) zu einer
unterschiedlichen Ahsg/Fetuin-A Genexpression kommt, wenn sie mit
Urämikerserum bzw. fetalem Kälberserum inkubierten wurden.
Die mit Urämikerseren inkubierten FTO2B Zellen  zeigten einen signifikant
geringeren Anstieg der Ahsg/Fetuin-A Expression im Vergleich zu den mit einer
proportionalen Konzentration Kälberserum (FCS) inkubierten Zellen.
Abbildung 14: Ahsg/Fetuin-A mRNA Expression aus FTO2B Zellen der 8 Dialysepatienten versus
Kälberserum
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In einem weiteren Versuch wurden FTO2B Kulturen mit dem Serum derjenigen
Patienten stimuliert, welche nach der Umstellung auf die GENIUSDialyse mit
einem Anstieg der Ahsg/Fetuin-A Konzentration reagierten (Responder) bzw.
derer, die mit einem Konzentrationsabfall reagierten (Non-Responder). Aus diesen
FTO2B Kulturen wurde ebenfalls die Ahsg/Fetuin-A mRNA Expression bestimmt.
Abbildung 15: Ahsg/Fetuin-A Expression der Patienten, die an der GENIUS-Dialyse einen Anstieg
Ahsg/Fetuin-A Werte verzeichneten (Responder) gegenüber den Patienten, bei denen es zu einem
Ahsg/Fetuin-A Abfall kam (Non-responder).
Zu erkennen ist, dass die Patienten, die mit einem Anstieg oder einer konstanten
Ahsg/Fetuin-A Konzentration unter GENIUS-Dialysebehandlung reagierten, eine
höhere Ahsg/Fetuin-A mRNA Expression hatten, als diejenigen, bei denen es zu
einem Abfall kam.
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3.3. Ahsg/Fetuin-A, Homocystein und Cystatin C Konzentrationen unter
konventioneller Hämodialyse CHD versus täglicher Hämodialyse DHD
In folgender grafischer Übersicht sind die Ergebnisse der zweiten Pilotstudie
hinsichtlich der Messungen für Homocystein (µmol/l), Cystatin C (mg/l) und
Ahsg/Fetuin-A (g/l) der neun Patienten zum Zeitpunkt Monat 0 an der
konventionellen Hämodialyse (CHD) und zum Zeitpunkt 3, 6, 9, 12 Monate an der
täglichen Hämodialyse (DHD) in Form von Mittelwerten aufgeführt. Bei dem Wert
Monat 0 handelt es sich um den Mittelwert aus den Messungen Monat –3 und 0
während der CHD.
Es wurden für alle drei Parameter die einzelnen Abnahmeperioden (Monat 0 vs
Monat 3, Monat 3 vs Monat 6, etc.) mittels gepaartem T-Test verglichen, wobei
keine signifikanten Unterschiede in den Mittelwerten der Stichproben
nachgewiesen wurden.
Abbildung 16: Zeitabhängigkeit von Cystatin C
Zeitabhänigkeit von Cystatin C  (n=9)
1
10
-3 0 3 6 9 12 15
Zeit (Monate)
C
ys
ta
tin
 C
 in
 m
g/
l
49                                                                                                                                                      Ergebnisse
Abbildung 17: Zeitabhängigkeit für Homocystein
Abbildung 18: Zeitabhängigkeit für Ahsg/Fetuin-A
Anhand der graphischen Auftragung ist zu erkennen, dass die Nierenfunktion
gemessen an der Cystatin C Konzentration im Serum unabhängig vom
Dialyseverfahren CHD oder DHD annährend konstant blieb und sich unter einer
längeren Dialysedauer pro Woche unter der DHD nicht verbesserte oder
verschlechterte.
Die Homocystein- und Ahsg/Fetuin-A-Konzentrationen im Serum des
Dialysepatientenkollektivs unterlagen sowohl an der CHD als auch an der DHD
leichten Schwankungen. Es war kein signifikanter oder periodischer Abfall der
Homocystein-Konzentration bzw. Anstieg der Ahsg/Fetuin-A Konzentration, wie
anfänglich hypothetisch vermutet, bei einer häufigeren Dialysetherapie und
längeren Dialysedauer pro Woche zu erkennen.
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3.4. Extraossäre Verkalkungen bei Dialysepatienten mit stark erniedrigten
Ahsg/Fetuin-A Konzentrationen
Da ein Verkalkungsinhibtor-Mangel, z.B. an Ahsg/Fetuin-A, mit einer erhöhten
Verkalkungsneigung vergesellschaftet sein dürfte, haben wir schließlich bei zwei
Dialysepatienten mit entsprechendem Phänotyp die Ahsg/Fetuin-A Werte
nephelometrsich bestimmt.
Patientin 1 (Dialysepatientin G.R.) litt unter rezidivierenden Schulterschmerzen
aufgrud derer eine Röntgenaufnahme der linken Schulter angefertigt wurde. Man
fand die in Abbildung 19 dargestellten massiven periartikulären
Weichteilverkalkungen der linken Schulter. Zusätzlich wies die Patientin
intraabdominelle Verkalkungen der linken Nebennierenloge und des
Pankreasschwanzes auf (siehe Abbildung 20).
Abbildung 19 und 20: Periartikuläre Kalzinose der Schulter und intraabdominelle Verkalkungen der
linken Nebennierenloge und des Pankreasschwanzes
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Bei Patient 2 (Dialysepatient K.S.) fand man im Rahmen einer radiologischen
Untersuchung eine ausgedehnte Weichteilverkalkung des linken Hüftgelenks.
Abbildung 21 und 22: Periartikuläre Kalzinose der linken Hüfte ap und axial
Wir bestimmten nephelometrisch bei beiden Patienten die Ahsg/Fetuin-A
Konzentration und fanden interessanterweise Ahsg/Fetuin-A Werte, die in der Tat
selbst für Dialysepatienten extrem niedrig waren (Normbereich 0,5 – 1 g/l).
Patient 1 G.R.: Ahsg/Fetuin-A 0,32 g/l
Patient 2 K.S.: Ahsg/Fetuin-A 0,36 g/l
Die Serum-Kalzium-, Phosphat- und  CRP-Konzentrationen zur Zeit der Abnahme
sind in der folgenden Tabelle aufgeführt. Insofern lag bei beiden Patienten eine bei
erhöhtem CaxP-Produkt doppelte Risikokonstellation für die Entwicklung
extraossäerer Verkalkungen vor.
Tabelle 9: Gesamt Kalzium, Phosphat, CRP und Ahsg/Fetuin-A Werte der Kalziphylaxiepatienten
Patient Calcium (gesamt)
2,10 – 2,60 mmol/l
Phosphat
0,84 – 1,48 mmol/l
CRP
< 5 mg/l
Fetuin
g/l
G.R. 2,62 2,66 94 0,32
K.S. 2,01 2,39 6 0,36
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Diskussion
Das Ziel unserer Studie war, eine neue stabile Messmethode zur Bestimmung von
Ahsg/Fetuin-A, einem neuen urämie- und entzündungsassoziierten Risikofaktor für
die Sterblichkeit von Dialysepatienten, zu etablieren. Diese neue Messmethode
sollte dann dazu verwendet werden Ahsg/Fetuin-A Konzentrationen in kleineren
Patientenkollektiven exemplarisch zu determinieren. Wir betrachteten dabei den
Einfluß einer ultrareinen GENIUSDialysebehandlung versus konventioneller
Dialysebehandlung und der Dialysedauer- und häufigkeit in Bezug auf die
Ahsg/Fetuin-A Spiegel, sowie zwei Patienten mit massiven extraossären
Kalzifikationen.
Um ein Risikofaktoren-Screening konsequent durchführen zu können, ist eine
robuste Messmethode ausschlaggebend. Es ist uns gelungen mit der
Nephelometrie ein sensitives, wenig zeitaufwendiges, kostengünstiges
Messverfahren zu etablieren, das gut als Risikofaktoren-Screening zur
Bestimmung der Ahsg/Fetuin-A Konzentration im Serum geeignet ist.
4.1. Ahsg/Fetuin-A, Entzündung und kardiovaskulärer Risikofaktor bei
Dialysepatienten
Untersuchungen von Ketteler und Mitarbeitern haben ergeben, dass eine
Defizienz des Verkalkungsinhibitors Ahsg/Fetuin-A, die bei Dialysepatienten
sowohl urämie- als auch entzündungsabhängig auftritt, einen signifikanten
kardiovaskulären Risikofaktor für deren Mortalität darstellt [34]. Diese Ergebnisse
wurden mittlerweile von einer schwedischen Arbeitsgruppe bestätigt [49].
Unterstützt wurde diese Beobachtung durch die Tatsache, dass Serum von
Langzeitdialysepatienten eine erheblich geringere Hemmungskapazität der
Kalziumphosphatpräzipitation in vitro aufwies, als das nierengesunder Probanden
und dass die CaxPO4 Präzipitationshemmung durch Subsitution von Ahsg/Fetuin-
A wieder in Normwerte gebracht werden konnte [34]. Diese Ergebnisse stimmen
mit der Tatsache überein, dass Ahsg/Fetuin-A der vermutlich stärkste
Präzipitationsinhibitor im Extrazellulärraum ist [7, 8, 26].
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Ahsg/Fetuin-A war bereits vor mehr als 20 Jahren als negatives Akutphaseprotien
identifiziert woren. Da Dialysepatienten häufig einem chronischen
Entzündungsgeschehen ausgesetzt sind, finden sich vermutlich verminderte
Konzentrationen von Ahsg/Fetuin-A häufiger, als bei der nierengesunden
Kontrollgruppe. Dieser Konzentrationsabfall resultiert möglicherweise aus einer
Cytokin-induzierten Unterdrückung der Ahsg/Fetuin-A Gen Transkription in der
Leber [50-52].
In einer Studie von Zimmermann et al. war 1999 herausgefunden worden, dass
eine klare Abhängigkeit zwischen chronischen Entzündungsreaktionen,
festgemacht an erhöhten CRP Werten, und der kardiovaskulären Mortalität bei
Dialysepatienten besteht [32]. In der Studie von Ketteler et al. wurde aber
ebenfalls festgestellt, dass einige Patienten niedrige Ahsg/Fetuin-A
Konzentrationen aufwiesen, obwohl die CRP-Konzentrationen im Normbereich
lagen [34]. Es ist also gut möglich, dass interkurrente CRP-Anstiege anhaltende
Ahsg/Fetuin-A Absenkungen triggern und dass somit alleinige Messungen von
CRP nicht ausreichend beweisend für den Ablauf einer chronischen
Entzündungsreaktion sind [53].
Wir untersuchten folgende Fragestellung in zwei kleinen Pilotsudien:
Sind Dialysedauer bzw. –häufigkeit, die Wahl des Dialysates oder der Membranen
Trigger für chronische oder intermittierende Inflammation bei Dialysepatienten
oder ist vielmehr die Urämie (Toxine, etc.) ein Trigger für einen Mangel des
Verkalkungsinhibitors Ahsg/Fetuin-A?
4.2. Ultrareines Dialysat als entzündungsvermeidender Stimulus
Geht man davon aus, dass eine erniedrigte Ahsg/Fetuin-A Konzentration einen
Risikofaktor für die Entstehung von extraossären vaskulären Kalzifikationen
darstellt, wie wäre es möglich die Ahsg/Fetuin-A Konzentration zu normalisieren?
In den Untersuchungen von Ketteler und Mitarbeitern hat sich herausgestellt, dass
Ahsg/Fetuin-A als negatives Akutphaseprotein bei Dialysepatienten
entzündungsabhängig herunterreguliert wird [34]. Es stellt sich nun die Frage, ob
man durch Unterdrückung der Akutphasereaktion mit Hilfe intensivierter 
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verbesserter Dialyseverfahren, die Ahsg/Fetuin-A Konzentration wieder in den
Normbereich bringen kann. In einer kleinen Studie war bereits nachgewiesen
worden, dass der Einsatz ultrareiner Dialysierflüssigkeit bei Patienten unter
Hämodiafi ltrationstherapie, zu einer niedrigeren Produktion der
proinflammatorischen Zytokine TNF-α und Interleukin-6 führte [54]. Wir fragten
uns, ob durch die Unterdrückung dieser proinflammatorischen Stimuli mit Hilfe
einer keimarmen sterilen Dialysebehandlung die Ahsg/Fetuin-A Konzentration bei
Dialysepatienten heraufreguliert werden kann.
Wir initiierten eine Studie, bei der 8 niereninsuffiziente dialysepflichtige Patienten
jeweils 3 Monate an einer gewöhnlichen Hämodialyse (Standarddialyse) dialysiert
wurden und anschließend 3 Monate an der ultrareinen GENIUSDialyse. Unsere
Untersuchungen ergaben, dass es bei 4 der 8 Dialysepatienten unter der
GENIUSDialysebehandlung zu einem signifikanten Ahsg/Fetuin-A Anstieg kam
und zwar zu durchschnittlich 14% Anstieg der Ahsg/Fetuin-A Konzentration im
Vergleich zu der Standarddialysebehandlung. Bei zwei Patienten blieben die
Serum Ahsg/Fetuin-A Konzentrationen gleich und bei zwei Patienten kam es zu
einem Ahsg/Fetuin-A Abfall, welcher bei einem dieser Patienten von einer akuten
Entzündungsreaktion (Infektion) begleitet war. Die Umstellung von Standard- auf
GENIUSDialyse hatte dabei keinen fassbaren Einfluss auf CRP-, Kalzium- und
Phosphatwerte, und die Dialyse-Effektivität, gemessen anhand der prädialytischen
Kreatinin- und Harnstoffwerte, blieb gleich. Die Studie wurde mit 8 Probanden als
kleine Pilotstudie durchgeführt, wobei die Tatsache, dass sie als single-centre
crossover Studie durchgeführt wurde und man dabei die Parameter ein und
desselben Patienten unter Standarddialyse und GENIUSDialyse verglich, eine
gute Beurteilbarkeit des Ahsg/Fetuin-A Spiegel-Verlaufs liefert.
Unsere Daten aus dieser Pilotstudie zeigen, dass eine erheblich größere
Patientenkohorte notwendig sein wird, um den Einfluß der ultrareinen
GENIUSDialyse auf die Ahsg/Fetuin-A Spiegel zu untersuchen. Die
Beobachtung, dass es aber offenbar Responder und Non-Responder bezüglich
des Therapieregimewechsels gibt, erschwert zwar die Interpretierbarkeit der
Resultate in diesem kleinen Kollektiv, entspricht aber einem vielversprechenden
und interessanten Befund.
Dementsprechend zeigen unsere Ergebnisse, dass Ahsg/Fetuin-A auch vermutlich
entzündungsunabhängig reguliert wird, da die Entwicklung der Ahsg/Fetuin-A
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Werte nicht eindeutig mit den parallel gemessenen CRP-Werten korrelierte. Nur
bei einem Patienten (M.M.) kam es unter der GENIUSDialysebehandlung bei
unklarem Entzündungsfokus zu einem CRP-Anstieg und parallel dazu auch zu
einem deutlichen Abfall der Ahsg/Fetuin-A Konzentration.
Diese Ergebnisse legen nahe, dass z.B. nicht näher definierte urämische Toxine
einen negativen Einfluß auf die hepatische Ahsg/Fetuin-A Expression haben
könnten. Unterstützt wird diese Annahme durch unsere in vitro Ergebnisse der
Folgestudie: Das Serum derjenigen Patienten, bei denen es unter
GENIUSDialysebehandlung zu einem Anstieg der Ahsg/Fetuin-A Konzentration
kam, bewirkte eine stärkere Ahsg/Fetuin-A mRNA-Expression in Ratten-
Hepatomzellen, als das Serum, derjenigen, bei denen die Konzentration unter
GENIUSDialysebehandlung abnahm. Die Ahsg/Fetuin-A Synthese in der Leber
könnte durch nicht ausscheidbare Giftstoffe unterdrückt bzw. gehemmt werden.
Diese Erkenntnis könnte von Bedeutung sein, da Ahsg/Fetuin-A vornehmlich in
der Leber gebildet wird und Patienten mit Leberversagen extrem erniedrigte
Ahsg/Fetuin-A Konzentrationen aufweisen [55]. Es wäre daher wünschenswert
Faktoren zu identifizieren, die die hepatische Ahsg/Fetuin-A Produktion
heraufregulieren, allerdings gibt es hierzu bisher, abgesehen von der
Corticosteroidtherapie, noch keine therapeutische Strategien (M Wöltje, W
Jahnen-Dechent, unveröffentlichte Beobachtungen) [56].
Man könnte in der Zukunft gegebenenfalls auch Kandidatenmoleküle, die
bekanntermaßen in der Urämie in hohen Konzentrationen vorliegen (z.B.
Indoxylsulfat, Caboxymethyllysin, P-cresol), gezielt in vitro auf ihre Ahsg/Fetuin-A
Expressions-Potenz hin untersuchen.
4.3. Tägliche Hämodialyse zur konsequenteren Elimination von Urämietoxinen
Wir untersuchten ebenfalls den Einfluss auf die Ahsg/Fetuin-A Konzentration unter
einer intensivierteren täglichen Dialysebehandlung (48 Wochenstunden) im
Vergleich zur konventionellen Dialysebehandlung (12 Wochenstunden).
Anzunehmen wäre, dass eine intensiviertere Dialysebehandlung zur
konsequenteren Elimination von Urämietoxinen führt, es zu einer geringeren
Anflutung der Toxine zwischen den einzelnen Dialyseintervallen kommt und
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folglich die Ahsg/Fetuin-A Spiegel auf einem konstant stabilen und höheren Level
gehalten werden könnten.
Unsere Ergebnisse aus der Studie der Universität Louvain sind diesbezüglich nicht
eindeutig interpretierbar. Nach Umstellung von konventioneller auf tägliche Dialyse
kam es zu keinem eindeutigen Anstieg der Ahsg/Fetuin-A Konzentration.
Veränderungen der Werte für Cystatin-C und Homocystein konnten ebenfalls nicht
nachgewiesen werden.
Wenn das hypothetische Konzept der urämietoxin-abhängigen Ahsg/Fetuin-A
Regulation zutrifft, so scheint die dialysezeit-abhängige Elimination bestimmter
Toxine einen geringeren Einfluss zu haben, als der Wechsel auf einen anderen
Dialysemodus („ultrareines“ Dialysat).
4.4. Niedrige Ahsg/Fetuin-A Konzentration und extraossäre Verkalkungen:
therapeutische und diagnostische Implikationen
Während bei hohen Ahsg/Fetuin-A Spiegeln ein erhöhtes Kalziumphosphatprodukt
potentiell weniger schädigend ist, ist zu vermuten, dass bereits leicht erhöhte
Serumkalzium- bzw. -phosphatspiegel bei erniedrigten Ahsg/Fetuin-A
Konzentrationen zu erheblichen extraossären Verkalkungen führen können. Diese
Hypothese wurde gestärkt durch die Tatsache, dass Ahsg/Fetuin-A „Knockout“
Mäuse unter einer bestimmten mineralhaltigen oder Vitamin D haltigen Diät
extrem verstärkte extraossäre Verkalkungen aufwiesen [8, 28].  Dieses Modell
zeigte ebenfalls, dass bei einer Ahsg/Fetuin-A Defizienz bestimmte Gewebe
(Haut, parenchymatöse Organe und periartikuläres Gewebe) bevorzugt
Kalziumphosphat-Ablagerungen zeigten [28]. Man könnte daher annehmen, dass
die Gewebekalzifikationsmuster, die man bei Urämie-Patienten findet, mit
bestimmten biochemischen Charakteristika dieser Gewebe in Zusammenhang
stehen.
Die beiden im Vorfeld dargestellten Dialysepatienten G.R. und K.S. weisen diese
charakteristischen periartikulären Gewebekalzifikationsmuster im Bereich des
Schulter- bzw. Hüftgelenkes sehr eindrucksvoll auf. Zusätzlich liegen die
Ahsg/Fetuin-A Konzentrationen mit ca. 0,35 g/l in einem sehr niedrigen Bereich.
Bei diesen Dialysepatienten ist vermehrt auf eine im Normalbereich gehaltene
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Serumkalzium bzw. -phosphat Konzentration zu achten, um die Entstehung bzw.
das Fortschreiten der Gewebekalzifikationen zu vermeiden.
Ahsg/Fetuin-A Ersatz durch exogene Zufuhr wäre eine potentielle therapeutische
Methode Konzentrationen im Normalbereich zu erzielen, welche aber aufgrund der
Tatsache, dass Ahsg/Fetuin-A in hohen Konzentrationen im Serum vorkommt und
somit ebenfalls in großen Mengen supplementiert werden müsste, vermutlich nicht
zur klinischen Anwendung kommen wird. Ob eine gentechnologische Herstellung
eine Option darstellt, bleibt abzuwarten.
Sinnvoll wäre es, als neue diagnostische Methode bei Urämie-Patienten die
Bestimmung von Serum Ahsg/Fetuin-A und auch den Serum Präzipitations-
Inhibitionstest [34] als kardiovaskuläres Risikofaktoren-Screening einzuführen. Bei
erniedrigter Ahsg/Fetuin-A Konzentration bzw. der Präzipitations-Inhibitions-
Kapazität des Serums sollte man Therapien mit Phosphatbindern intensivieren
und die Kalziumzufuhr limitieren. Bei Patienten mit Ahsg/Fetuin-A Spiegeln im
Normalbereich oder mit hohen Konzentrationen könnten erhöhte Phosphatspiegel
zumindest vorübergehend gegebenenfalls toleriert werden.
Die von uns etablierte Nephelometrie wäre als Risikofaktorenscreening geeignet,
insbesondere wenn sie auf ein automatisiertes Gerät, dass mehrere Proben
gleichzeitig messen kann, übertragen wird. Bei der nephelometrischen Messung
von Ahsg/Fetuin-A werden die Seren in einer Verdünnung von 1:4 gemessen, die
Ausgangsverdünnung der Serumproben im zuvor verwendeten ELISA lagen bei
1:10.000 und die Proben werden bis 1:1.000.000 weiterverdünnt, wobei es
wesentlich leichter zu Pipettierfehlern und somit Messungenauigkeiten kommen
kann. Das nephelometrische Messverfahren ist mit einer höheren Exaktheit
durchzuführen, als der ELISA. Ein weiterer Vorteil des nephelometrischen Assays
ist die Tatsache, dass er weniger zeitaufwendig durchzuführen ist als der ELISA.
Zur Bestimmung einer Serumprobe benötigt man selbst bei
Einzelprobenbestimmung nur ca. 5 min, die Durchführung eines ELISAs dauert im
Gegensatz dazu einige Stunden.
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Zusammenfassung
Die kardiovaskuläre Mortalität ist in der Dialysepopulation im Vergleich zu der
nierengesunden Bevölkerung deutlich erhöht. Ursächlich für die gesteigerte
Sterblichkeit ist ein akzelerierte Artherosklerose, die sich vor allem in Form von
Gefäßverkalkungen manifestiert, welche teilweise durch ein erhöhtes Kalzium-
Phosphat-Produkt und die Hyperphosphatämie im Serum erklärt werden kann.
Das verkalkungsinhibitorische Protein Ahsg/Fetuin-A trägt außerdem zu 50% zum
präzipitationshemmenden Effekt von normalem Serum bei und wirkt in vivo und in
vi tro  „antikalzifizierend“. Zusätzlich ist Ahsg/Fetuin-A ein negatives
Akutphaseprotein, der Serumspiegel von Ahsg/Fetuin-A sinkt demnach bei akuten
oder chronischen Entzündungsreaktionen ab. In diesem Kontext wurde kürzlich
nachgewiesen, dass Dialysepatienten im Gegensatz zu nierengesunden
Menschen signifikant niedrigere Ahsg/Fetuin-A Konzentrationen aufweisen, was
mit einer erhöhten kardiovaskulären- und Gesamt-Sterblichkeit korrelierte. Eine
erniedrigte Ahsg/Fetuin-A Konzentration im Serum gilt als neuer, bedeutender
kardiovaskulärer Risikofaktor bei Dialysepatienten.
Der Nachweis von Ahsg/Fetuin-A wurde in der Vergangenheit mittels ELISA
geführt, welcher jedoch vor allem wegen der hohen Verdünnungsstufen
fehleranfällig war. Mit der Etablierung der Nephelometrie zur Messung von
Ahsg/Fetuin-A gelang es uns in dieser Arbeit ein Messverfahren zu entwickeln,
das als robustes Risikofaktorscreening durchgeführt werden kann.
Die Nephelometrie wurde in folgenden Schritten etabliert:
1. Auswahl des geeigneten Antikörpers;
2. Festlegung der optimalen Verdünnungsstufen;
3. Auswahl des geeigneten Standards;
4. Verifizierung der Ergebnisse mittles Western Blot;
5. Exemplarische Messung an Kontrollkollektiven.
Die Nephelometrie erwies sich hier als stabile Messmethode, die mit einer deutlich
höheren Genauigkeit durchzuführen war als die bisher angewandte Messung
mittels ELISA. Sie ist mit wenig Zeitaufwand durchzuführen, zur Messung einer
Probe benötigt man 5 Minuten, und sie ist außerdem aufgrund der geringeren
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Ausgangsverdünnung im Gegensatz zur Messung mittels ELISA wesentlich
genauer zu pipettieren.
Anstatt wie in unserer Studie Einzelmessungen durchzuführen, wäre es in der
Zukunft sinnvoll die Nephelometrie auf ein automatisiertes Gerät umzustellen,
welches mehrere Proben gleichzeitig misst.
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Material
6.1. Material für die Nephelometrie
• Minineph™ Reaction Buffer, Code:SN041, Batch:5306; The Binding Site,
Heidelberg, Deutschland
• Minineph™ Sample Diluent, Code: SN042, Batch: 6010; The Binding Site,
Heidelberg, Deutschland
• Minineph™ Einmalküvetten; The Binding Site, Heidelberg, Deutschland
• Minineph™ Stiring Bars (Magnet-Rührstäbchen); The Binding Site, Heidelberg,
Deutschland
• Nephelometer von Minineph™ Model No. AD200, Serial No. 4215; The Binding
Site, Heidelberg, Deutschland Heidelberg, Deutschland
• Elektrische Pipette von Minineph™ 500, R93461; The Binding Site, Heidelberg,
Deutschland
6.2 Material für den Westernblot
6.2.1. SDS-Gelelektrophorese
• Elektrophoresekammer mit entsprechenden Glasplatten und
Abstandhaltern sowie Taschenschablonen: Mini-Protean®II, Serial No.
32S/3651 ; BIO-RAD, Hercules, CA 94547
• 30% (w/v) Acrylamid: 30g Acrylamid, o,8g N,N`-Methylenbisacrylamid ad
10ml H2O
• Trenngelpuffer: 1M Tris-HCl pH 8,8
• Sammelgelpuffer: 1 M Tris-HCl pH 6,8
• 10% Ammoniumperoxidsulfat (APS): 0,2g APS ad 2ml H2O
• TEMED (N,N,N`,N`-Tetramethylethylendiamin)
• Elektrodenpuffer: 144g Glycin, 30g Tris-Base, 10g SDS ad 1l H2O, pH 8,9
• Bromphenolblau (gesättigt in 0,1% Ethanol)
6.2.2. Semi-Dry-Blot Verfahren
• (10%) ad 1 l mit H2o bidest.; der pH sollte 8,3 betragen
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6.2.3. Färbung
• Ponceau S Solution: 0,1% Ponceau S (w/v) in 5% acetic acid (v/v), Lot
41K9287; Sigma®, Steinheim Deutschland
6.2.4. Erst-und Zweitantikörpernachweis
• TBS+0,1% Tween
• Milchpulver: Magermilchpulver; Sucofin®, Zeven, Deutschland
• Erstantikörper: rabbit anti Human Fet A PAK 5359
• Zweitantikörper: Anti-Kanninchen IgG HPR (Meerettichperoxidase)-
conjugated aus der Ziege
6.2.5. Visualisierungsnachweis
• ECL+Plus Western Blotting Detection System, RPN 2132; Amersham 
Biosciences, Buckingham England
6.3. Stimulation von Ratten-Hepatomzellen mit Urämiker-und Kälberserum
6.3.1 RNA Isolation aus Ratten-Hepatomzellkultur
• RNeasy® Mini Kit (250) Cat. No 74106; Qiagen, Hilden, Deutschland
6.3.2. Reverse Transkription von RNA in cDNA
• Reverse Transcription Core Kit, Cat.No. RT-RTCK-05, Eurogentec
Headquarters; Seraing, Belgien
• Thermocycler PTC-100 Programmable Thermal Controller, MJ Research
Inc; Watertown, MA
6.3.3. Genamplifikation mittels TaqManPCR
• qPCR Core Kit, Green I, Reference:RT-SN73-05, Batch No.: 33, EGT-
Group; Eurogentec, Seraing, Belgien
• Maus Fetuin-A Sonde: mFetuA 1 Pr., 9L3677-17, CCG TCA ACA CTG
CCC TGG CTG C; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland
• mFetuA 1. as, 28-3497-2/6,  5`- GAG TAG ACA CTG GGA GAG GCA CA -
3`; MWG Biotech AG, Martinsried/Planegg, Deutschland
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• m FetuA 1. s, 28-3497-1/6, 5`- CCT GAC TCC GTT CAA CGA TAC C – 3`;
MWG Biotech AG, Martineried/Planegg, Deutschland
• 96 well Optical Reaction Plate with Code 128 Barcode, Psrt No. 4306737,
PCR compatible; Abi Prism; Applied Biosystems, Weiterstadt,
Deutschland
• PCR Gerät: Real-Time TaqMan-PCR; Applied Biosystems GmBH,
Weiterstadt, Deutschland
• 18s TaqMan Ribosomal RNA Control Reagents (VIC Probe) Part
No.4308329; Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
6.4. Allgemeines
• Gilson Pipetten 20µl (No. U51812E), 100µl (No. U64914D), 1000µl (No. 
U61640E), Made in France; Abimed, Langenfeld, Deutschland
• Pipettenspitzen 200µl: Gilson Precision tips, Diamond D200, BatchNo. 
HGA1/18655; Bad Camberg, Deutschland
• Pipettenspitzen 1000µl: Pipettenspitzen blau, Art.-Bez.: PB1000; KABE 
Labortechnik, Nürnbrecht-Elsenroth, Deutschland
• Epis: Reagiergefäße Micro tubes 1,5ml, 39x18,8mm Ø, No./REF 72.690 
farblos/neutral; Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
• Tischzentrifuge: eppendorf Centrifuge 5417R, No. 5407 08136; Eppendorf-
Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland
• Vortexer: MS1 Minishaker IKA® Wilmington, NC, USA
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Datenanhang
Patientendaten
Im Folgenden sind die detaillierten Daten der Patienten aus Pilotstudie 1, bei der der Einfluß der
Dialysemodalität Standard-Dialyse versus Genius®-Dialyse auf die Ahsg/Fetuin-A Konzentration
untersucht wurde, aufgeführt.
Patient Nr. 1 K.H., 66 Jahre, männlich
Nierendiagnose:
Terminal dialysepflichtige Niereninsuffizienz bei benigner Nephrosklerose im Rahmen einer
langjährig unzureichend eingestellten essentiellen, arteriellen Hypertonie sowie Schrumpfniere
rechts
• Zustand nach (Z. n.) unkomplizierter Cimino-Shuntanlage rechter Unterarm 8/00
• Z .n. Unterarm-Cimino-Shuntanlage links 6/00
• Sekundärer Hyperparathyreoidismus
Nebendiagnosen:
1. Generalisierte Arteriosklerose mit
• Gut kollateralisiertem A. carotis interna Verschluß links, Verdacht auf (V.a.) hochgradige A.
carotis interna Stenose rechts, A. carotis externa Stenose rechts, höhergradige A. vertebralis
Stenose rechts mit Drop attacks
• KHK mit rezidivierenden transmuralen Myokardinfarkten
• Periphere arterielle Verschluß Krankheit IIa nach Fontaine Unterschenkel beidseits
• Kardiovaskuläre Risikofaktoren: Nikotinabusus, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus,
Fettstoffwechselstörung, Hyperhomocysteinämie
2. Mitralinsuffizienz und geringgradige Trikuspidal- und Aorteninsuffizienz, mittelgradig
reduzierte systolische linksventrikuläre Funktion mit diffuser Hyokinesie, Ejektionsfraktion
41%
2. Fundus hypertonicus Grad II
3. Hypertonus
4. COPD (chronical obstructive pulmonal disease) bei fortgesetztem Nikotinabusus mit
leichter Überblähung und mittelschwerer Obstruktion
5. Diätetisch eingestellter Diabetes mellitus
6. Z. n. Synkope mit Sturz a. e. Drop attack (miktionsassoziiert) mit Rippenprellung 
und Ausschluß Schädelfraktur bei Platzwunde linke Wange 01/01
7. Z. n. generalisiertem Kranpfanfall 1h nach Beginn der Hämodialyseohne 
Zungenbiß, Einnässen und ohne CK-Erhöhung
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Laborwerte vom 07.08.01 vor Beginn der Studie:
Natrium 136 mmol/l (135-144)
Kalium 5,8 mmol/l (3,6-5,1)
Gesamtcalcium 2,17 mmol/l (2,10-2,60)
Protein 65 g/l (66-83)
Phosphat 1,66 mmol/l (0,84-1,48)
Harnstoff 131 mg/dl (20-50)
Kreatinin 7,2 mg/dl (0,7-1,2)
Triglyceride 188 mg/dl (30-200)
Cholesterin 298 mg/dl (130-260)
Hämoglobin 118 g/l (140-180)
K.H.
Harn-
stoff
Kreatinin Calcium
(ges.)
Phosphat Protein PTH CRP CRP ultra-
sensitiv
Fetuin Scatter
20-50
mg/dl
0,7-1,2
mg/dl
2,10-2,60
mmol/l
0,84-1,48
mmol/l
66-83 g/l in ng/l bis
5mg/l
in mg/l in g/l
Mittel 0,39 Mittel
2,23 1,62 65 26 26,8 0,57 0,50 1367
2,24 1,84 67 18 s 0,44 S 1062
2,28 2,09 67 16 20,4 0,07
2,2 1,82 68 8 T-Test 0,52 T Test 1243
2,26 3,12 72 (>230) 0,45 (0,374) 0,019 901
134 6,9 2,17 1,86 63 139 66 0,39 943
Mittel
2,31 1,65 67 29 25,5 0,56 0,60 1351
2,32 1,89 68 11 s 0,49 S 1187
2,29 1,73 66 31 7,7 0,65 0,07 1564
2,32 1,69 69 20 0,58 1393
2,2 2,03 67 29 0,62 1499
147 7,0 2,48 1,92 75 169 33 0,71 1713
Patient Nr. 2 G.T., 82 Jahre, weiblich
Nierendiagnose:
Terminale Niereninsuffizienz, dialysepflichtig seit 04/97
• Renale Anämie
• Sekundärer Hyperparathyreoidismus
• Arterielle Hypertonie Erstdiagnose 1997
Nebendiagnosen:
1. KHK mit Ostiumstenose der RCA (right coronary artery) und Wandunregelmäßigkeiten der
RIVA und RCX
2. Aortenklappenersatz bei Aortenklappenstenose, Mitralklappenrekonstruktion bei
Mitralinsuffizienz und ACVB bei RCA 03/01
3. Herzinsuffizienz
4. Z. n. Hüft-TEP beidseits
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Laborwerte vom 03.09.01 vor Beginn der Studie:
Natruim 139 mmol/l (135-144)
Kalium 5,9 mmol/l (3,6-5,1)
Gesamtcalcium 2,63 mmol/l (2,10-2,60)
Protein 66 g/l (66-83)
Phosphat 2,03 mmol/l (0,84-1,48)
Harnstoff 218 mg/dl (20-50)
Kreatinin 7,2 mg/dl (0,7-1,2)
Triglyceride 199 mg/dl (30-200)
Cholesterin 307 mg/dl (130-260)
Hämoglobin 118 g/l (120-160)
G.T.
Harn-
stoff
Kreatinin Calcuim
(ges.)
Phosphat Protein PTH CRP CRPultra-
sensitiv
Fetuin Scatter
20-50
mg/dl
0,7-1,2
mg/dl
2,10-2,60
mmol/l
0,84-1,48
mmol/l
66-83 g/l in ng/l Bis < 5
mg/l
in mg/l in g/l
Mittel Mittel
2,53 1,93 66 6 6,7 0,55 0,51 1330
2,51 2,07 68 3,3 3,3 s 0,53 S 1275
2,53 2,12 67 9 2 0,58 0,06 1386
2,72 2,08 66 9 T-Test 0,54 T-Test 1300
2,53 1,98 63 7 0,47 0,49 0,41 1184
152 7,2 2,47 2,07 64 1101 6 0,38 915
2,04 2,21 64 4,8 4,8 6,6 0,6 0,5 1448
2,44 2,01 66 9 0,47 1126
2,3 2,52 64 15 4,3 0,49 0,05 1178
2,57 2,19 67 5 0,46 1106
2,58 2,19 67 3,4 3,4 0,5 1197
186 7,4 2,45 1,85 69 947 2,2 2,2 0,5 1211
Patient Nr. 3 B.B., 35 Jahre, weiblich
Nierendiagnose:
Dialysepflichtige Niereninsuffizienz bei Z. n. Cyclosporin-induziertem hämolytisch-urämischen
Syndrom 2000
Nebendiagnosen:
1. Z. n. Lebertransplantation 1996 in Hannover aufgrund von fulminaten Leberversagen bei
Hepatitis B
2. Z. n. Schädelhirntrauma Grad I 06/01 durch häuslichen Sturz von Leiter
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Laborwerte vom 03.09.01 vor Beginn der Studie:
Natrium 133 mmol/l (135-144)
Kalium 2,9 mmol/l (3,6-5,1)
Gesamtcalcium 2,0 mmol/l (2,10-2,60)
Protein 73 g/l (66-83)
Phosphat 2,32 mmol/l (0,84-1,48)
Harnstoff 122 mg/dl (20-50)
Kreatinin 3,6 mg/dl (0,7-1,2)
Triglyceride 127 mg/dl (30-200)
Cholesterin 128 mg/dl (130-260)
Hämoglobin 113 g/l (120-160)
B.B.
Harn-
stoff
Kreatinin Calcium
(ges.)
Phosphat Protein PTH CRP CRP ultra-
sensitiv
Fetuin Scatter
20-50
mg/dl
0,7-1,2
mg/dl
2,10-
2,60
mmol/l
0,84-1.48
mmol/l
66-83 g/l in ng/l bis
5mg/l
in mg/l in g/l
2,6 Mittel Mittel
2,23 2,18 73 <5 0,8 1,00 0,56 0,58 1353
2,01 2,1 67 <5 0,3 S 0,58 S 1403
2,2 1,65 69 <5 0,8 0,82 0,58 0,08 1396
2,2 1,77 68 <5 0,5 T-Test 0,49 T-Test 1191
2,08 1,22 69 138 0,23 0,54 0,09 1296
103 2,9 2,12 1,96 73 643 <5 2,6 0,74 1775
Mittel Mittel
1,77 2,17 74 <5 1,3 1,93 0,59 0,65 1422
1,71 1,88 72 <5 0,5 S 0,61 S 1470
1,87 1,55 69 7 7,0 2,28 0,80 0,07 1917
2,07 1,75 77 <5 1,0 0,62 1501
2,03 2,28 76 <5 1,1 0,59 1418
125 2,6 2,03 1,54 70 553 <5 0,7 0,70 1676
Patient Nr. 4 L.B., 64 Jahre, weiblich
Nierendiagnose:
Dialysepflichtige Niereninsuffizienz nach beidseitiger Nephrektomie 1997
Nebendiagnosen:
1. Zystektomie 1993 bei Harnblasenkarzinom
2. Arterielle Hypertonie
3. Altersbedingte Maculadegeneration mit subfovealen choriodalen 
Neovaskularisationen
4. Restless-legs-Syndrom
5. Latente Hyperthyreose bei Struma nodosa
6. Z. n. Erysipel linker Oberarm (Shuntarm) 07/99
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Laborwerte vom 04.09.01 vor Beginn der Studie
Natrium 138 mmol/l (135-144)
Kalium 5,4 mmol/l (3,6-5,1)
Gesamtcalcium 1,76 mmol/l (2,10-2,60)
Protein 66 g/l (66-83)
Phosphat 1,83 mmol/l (0,84-1,48)
Harnstoff 146 mg/dl (20-50)
Kreatinin 9,2 mg/dl (0,7-1,2)
Triglyceride 251 mg/dl (30-200)
Cholesterin 263mg/dl (130-260)
Hämoglobin 111 g/l (120-160)
L.B.
Harn-
stoff
Kreatinin Calcium
(ges.)
Phosphat Protein PTH CRP CRP ultra-
sensitiv
Fetuin Scatter
20-50
mg/dl
0,7-1,2
mg/dl
2.10-2.60
mmol/l
0.84-1.48
mmol/l
66-83 g/l in ng/l  bis
5mg/l
in mg/l in g/l
Mittel Mittel
1,71 1,66 66 <5 2,3 4,92 0,57 0,54 1364
1,75 2,28 68 7 6,9 S 0,52 S 1246
1,86 2,35 70 <5 4,2 2,23 0,56 0,03 1354
1,80 2,11 69 6 6,0 T-Test 0,56 T-Test 1356
1,93 2,12 69 <5 2,1 0,38 0,53 0,04 1279
159 9,7 1,86 1,95 64 400 8 8,0 0,49 1174
Mittel Mittel
1,74 1,87 62 7 7,0 4,37 0,56 0,63 1343
1,76 2,22 71 <5 2,6 S 0,68 S 1643
1,82 2,26 66 <5 2,2 3,05 0,80 0,10 1928
1,72 2,19 67 <5 2,4 0,68 1641
1,94 1,52 64 <5 2,0 0,49 1189
169 10,3 1,75 2,52 69 444 10 10,0 0,58 1386
Patient Nr. 5 M.M., 69 Jahre, männlich
Nierendiagnose:
Präterminale dialysepflichtige Nierensinsuffizienz
• Diabetische Nephropathie mit Proteinurie
• Renaler Hypertonus
• Sekundärer Hyperparathyreoidsmus
• Renale Anämie
• Cimino-Shunt-Anlage linker Unterarm 10/01
Nebendiagnosen:
1. Diabetes mellitus
• Insulinpflichtig seit 1997
• Diabetische Nephropathie
• Diabetsiche Retinopathie
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2. V. a. koronare Herzkrankheit
• Erhöhtes Troponin T ohne Angina pectoris unter hypertensiver Entgleisung 10/01
• 01/01 unauffällige Myokardszintigraphie
• Kardivaskuläre Risikofaktoren: Arterieller Hypertonus, Diabetes mellitus, Adipositas, 
familiäre Prädisposition
3. 60%ige A. carotis externa Stenose rechts, 70-80%ige A. subclavia Stenose rechts
4. toxische Polyneuropathie aufgrund von Alkoholkrankheit und Urämie
Laborwerte vom 03.06.02 vor Beginn der Studie
Natrium 142 mmol/l (135-144)
Kalium 4,7 mmol/l (3,6-5,1)
Gesamtcalcium 2,32 mmol/l (2,10-2,60)
Protein 69 g/l (66-83)
Phosphat 1,85 mmol/l (0,84-1,48)
Harnstoff 174 mg/dl (20-50)
Kreatinin 5,8 mg/dl (0,7-1,2)
Triglyceride 83 mg/dl (30-200)
Cholesterin 196 mg/dl (130-260)
Hämoglobin 117 g/l (140-180)
M.M.
Harn-
stoff
Kreatinin Calcium
(ges)
Phosphat Protein PTH CRP CRP ultra-
sensitiv
Fetuin Scatter
20-50
mg/dl
0,7-1,2
mg/dl
2,10-2,60
mmol/l
0,84-1,48
mmol/l
66-83 g/l ng(l bis
5mg/l'
in mg/l in g/l
2,27 2,50 69 11 10,5 Mittel 0,37 Mittel 1125
2,40 1,53 67 <5 1,1 2,72 0,40 0,41 1228
2,45 1,38 70 <5 1,7 S 0,46 S 1417
2,51 1,49 63 <5 1,3 3,84 0,40 0,03 1228
2,38 1,67 72 <5 1,4 T Test 0,42 T Test 1296
196 9,8 2,41 1,43 68 65 <5 0,3 0,11 0,38 0,01 1167
0,48 1477
2,34 1,95 74 <5 1,7 Mittel 0,31 Mittel 957
2,21 1,45 69 <5 5,0 5,12 0,18 0,31 551
2,36 2,10 67 9 9 S 0,39 S 1182
2,44 1,77 71 5 5 2,32 0,37 0,07 1137
185 10,5 2,58 2,23 69 150 <5 5 0,29 885
5 0,31 942
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Patient Nr. 6 U.D., 67 Jahre, männlich
Nierendiagnose:
Dialysepflichtige terminale Niereninsuffizienz multifaktoriell: arterieller Hypertonus, Diabetes
mellitus, Hydronephrose links und Kontrastmittelgabe
• Renaler Hypertonus
• Renale Anämie
• Sekundärer Hyperparathyreoidismus
Nebendiagnosen:
1. Insulipflichtiger Diabetes mellitus Typ IIb seit 04/01
2. Generalisierte Arteriosklerose:
• KHK mit transmuralem Myokardinfarkt 04/01
• Z. n. perkutaner transluminaler coronarer Angioplastie (PTCA) und Stentimplantation 
05/01
• Mittelgradig eingeschränkte linksventrikuläre Funktion mit diffuser Wandhypokinesie in allem
Abschnitten
• Mittelschwere Mitralinsuffizienz, leichte Trikuspidal-und Pulmonalinsuffizienz
• 60%ige A. subclavia Stenose links
• Periphere arterielle Verschlußkrankheit Grad III
• V.a. Angina abdominalis
3. Struma nodosa Grad II
4. Z. n. Zirkumzision bei Ulcus am Präputium 09/01
5. Z. n. gastrointestinaler Blutung bei Ulcus ventrikuli Forrest III 07/01
• Errosive Gastritis und Bulbitis, V. a. atrophische Gastritis, große axiale Hiatushernie, 
Refluxösophagitis Grad I 06/02
6. Z. n. Jejunumteilresektion mit Abszessausräumung bei gedeckter Jejunumperforation 
08/01
7. COPD bei Nikotinabusus
Laborwerte vom 22.07.02 vor Beginn der Studie
Natruim 137 mmol/l (135-144)
Kalium 5,1 mmol/l (3,6-5,1)
Gesamtcalcium 2,20 mmol/l (2,10-2,60)
Protein 60 g/l (66-83)
Phosphat 1,93 mmol/l (0,84-1,48)
Harnstoff 160 mg/dl (20-50)
Kreatinin 8,1 mg/dl (0,7-1,2)
Triglyceride 133 mg/dl (30-200)
Cholesterin 160 mg/dl (130-260)
Hämoglobin 118 g/l (140-180)
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U.D.
Harn-
stoff
Kreatinin Calcium
(ges.)
Phosphat Protein PTH CRP CRP ultra-
sensitiv
Fetuin Scatter
20-50
mg/dl
0,7-1,2
mg/dl
2,10-2,60
mmol/l
0,84-1.48
mmol/l
66-83 g/l ng/l bis
5mg/l
in mg/l in g/l
2,28 1,87 60 <5 4,3 Mittel 0,49 Mittel 1514
2,37 1,88 66 5 5 9,32 0,43 0,43 1331
2,37 2,17 65 <5 4,6 S 0,42 S 1302
2,37 2,34 63 11 11 7,61 0,39 0,04 1191
2,33 1,41 63 24 24 T Test 0,41 T Test 1248
183 9,2 2,34 1,93 66 202 7 7 0,49 0,42 0,02 1301
0,42 1287
2,36 1,86 66 <5 3,9 Mittel 0,45 Mittel 1390
2,32 1,93 64 10 10,0 9,42 0,41 0,40 1244
2,45 1,95 65 <5 4,2 S 0,43 S 1332
2,24 2,01 61 23 23,0 7,13 0,33 0,04 1022
219 10,8 2,27 1,70 60 278 6,00 6,0 0,39 1193
9,4 0,40
Patient Nr. 7 K.W., 82 Jahre, weiblich
Nierendiagnose:
Akutes prärenales Nierenversagen mit Oligurie, vorbestehende chronisch kompensierte
Niereninsuffizienz, bei diabetischer Nephropathie
• Z. n. GoreTex- Shuntanlage zur Hämodialyse
• Renale Anämie
• Sekundärer Hyperparathyreoidismus
Nebendiagnosen:
1. Insulinpflichtiger Diabetes mellitus Erstdiagnose 1982
2. Dekompensierte chronisch globale Herzinsuffizienz
3. Arterielle Hypertonie
4. Arterielle Verschlußkrankheit
5. VVI-Schrittmacherimplantation 1999
6. Hyperlipidämie
7. Hepatopathie a. e. Medikamenten-induziert
8. Symptomatische Hyperurikämie
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Laborwerte vom 05.11.02 vor Beginn der Studie
Natrium 132 mmol/l (135-144)
Kalium 4,3 mmol/l (3,6-5,1)
Gesamtcalcium 2,48 mmol/l (2,10-2,60)
Protein 72 g/l (66-83)
Phosphat 1,46 mmol/l (0,84-1,48)
Harnstoff 128 mg/dl (20-50)
Kreatinin 3,0 mg/dl (0,7-1,2)
Triglyceride 400 mg/dl (30-200)
Cholesterin 205 mg/dl (130-260)
Hämoglobin 116 g/l (120-160)
K.W.
Harn-
stoff
Kreatinin Calcium
(ges.)
Phosphat Protein PTH CRP CRP ultra-
sensitiv
Fetuin Scatter
20-50
mg/dl
0,7-1,2
mg/dl
2,10-2,60
mmol/l
0,84-1,48
mmol/l
66-83 g/l ng/l bis
5mg/l
in mg/l in g/l
Mittel Mittel
2,51 1,45 72 <5 2,9 5 0,58 0,58 1575
2,33 1,59 70 <5 1,8 2,1 0,64 S 1726
2,65 1,06 72 <5 2,2 0,48 0,61 0,054 1641
2,52 1,49 72 <5 1,8 T-Test 0,56 T-Test 1504
140 3,0 2,64 1,56 71 338 <5 1,8 0,04 0,50 0,21 1341
2,34 1,6 70 8 8 Mittel 0,63 Mittel 1709
156 2,8 2,53 1,43 71 <5 2,5 4,14 0,82 0,62 2226
143 2,8 2,34 1,65 75 5 5 S 0,57 S 1543
126 2,8 2,44 1,4 71 <5 2,5 2,40 0,45 0,13 1227
174 4,1 2,39 2 71 411 <5 2,7 0,64 1745
Patient Nr. 8 H.S., 73 Jahre, männlich
Nierendiagnose:
1. Hellzelliges Nierenzellkarzinom rechts mit Cava-Tumorzapfen und Cava-Thrombose 
(PT3BmoNxG2)
• Komplizierte Tumornephrektomie rechts und Thrombektomie 01/02
• Postoperatives dialysepflichtiges Nierenversagen bei bevorstehender Niereninsuffizienz
• Postoperative tiefe Bein- und Beckenvenenthrombose
2. Übergang in terminal dialysepflichtige Niereninsuffizienz 04/02
• Shuntanlage (Cinimo-Brscia rechts) 05/02
• Renale Anämie
• Sekundärer Hyperparathyreoidismus
Nebendiagnosen:
1. manifeste Hyperthyreose bei Knotenstruma, am ehesten Kontrastmittel-induziert
2. Intermittierendes Vorhofflattern (4:1 Überleitung) unter hyperthyreoter Stoffwechsellage
• Elektrische Kardioversion 04/02, anschließend stabiler Sinusrhythmus
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• Medikamentöse Kardioversion eines Vorhofflatterns 02/02
3. AV-Block Grad I
4. Asymptomatische Cholezystolithiasis bei multiplen kleinen Gallenkonkrementen
5. Prostatahyperplasie
Laborwerte vom 22.05.02 vor Beginn der Studie
Natrium 138 mmol/l (135-144)
Kalium 4,0 mmol/l (3,6-5,1)
Gesamtcalcium 2,57 mmol/l (2,10-2,60)
Protein 67 g/l (66-83)
Phosphat 1,23 mmol/l (0,84-1,48)
Harnstoff 49 mg/dl (20-50)
Kreatinin 5,9 mg/dl (0,7-1,2)
Triglyceride 91 mg/dl (30-200)
Cholesterin 116 mg/dl (130-260)
Hämoglobin 107 g/l (140-180)
H.S.
Harn-
stoff
Kratinin Calcium
(ges.)
Phosphat Protein PTH CRP CRP ultra-
sensitiv
Fetuin Scatter
20-50
mg/dl
0,7-1,2
mg/dl
2,1-2,60
mmol/l
0,84-1,48
mmol/l
66-83 g/l ng/l bis
5mg/l'
in mg/l in g/l 1631
Mittel Mittel
2,4 1,31 67 10 10 24,20 0,53 0,57 1196
2,14 1,15 67 10 10 S 0,62 S 1384
2,36 1,07 75 34 34 18,93 0,65 0,11 1467
2,26 1,08 67 53 53 T-Test 0,40 T-Test 890
101 4,9 2,55 1,24 75 94 14 14 0,21 0,63 0,43 1418
2,26 1,2 71 20 20 Mittel 0,67 Mittel 1497
77 4,6 2,31 1 70 13 13 17 0,57 0,58 1276
93 5,1 2,29 1,5 76 18 18 S 0,57 S 1288
97 2,48 1,2 77 13 13 3,81 0,55 0,06 1237
106 4,9 2,32 1,3 69 66 21 21 0,52 1160
73                                                                                                                                        Literaturverzeichnis
Literatur
1. U.S. Renal Data System, USRDS 1998 Annual Data Report. National
Institutes of Health, National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney
Diseases; Bethesda, MD, 1999; 63-90.
2. Valderrabano F, Berthoux FC, Jones EH, Mehls O: Report on management
of renal faliure in Europe, XXV, 1994 end stage renal disease and dialysis
report. The EDTA-ERA Registry, European Dialysis and Transplant
Association- European Renal Association. Nephrol Dial Transplant 1996; 11
Suppl1: 2-21.
3. Davies MR, Hruska KA: Pathophysiological mechanisms of vascular
calcification in end-stage renal disease. Kidney Int 2001; 60(2): 472-479.
4. Oh J, Wunsch R, Turzer M, Bahner M, Raggi P, Querfeld U, Mehls O,
Schaefer F: Advanced coronary artery and carotid arteriopathy in young
adults with childhood-onset chronic renal failure. Circulation 2002; 106(1):
100-5
5. Shanahan CM, Cary NR, Metcalfe JC, Weissberg PL: High expression of
genes for calcification-regulating proteins in human artherosclerotic
plaques. J Clin Invest 1994; 93(6): 2393-2402
6. Luo G, Ducy P, McKee MD, Pinero GJ, Loyer E, Behringer RR, Karsenty G:
Spontaneous calcification of arteries and cartilage in mice lacking matrix-
GLA protein. Nature 1997; 386(6620): 78-81.
7. Schinke T, Amendt C, Trindl A, Poschke O, Müller-Esterl W, Jahnen-
Dechent W: The serum protein alpha2-HS-glycoprotein/fetuin inhibits
apatite formation in vitro and in mineralizing calvaria cells. A possible role in
mineralizing and calcium homeostasis. J Biol Chem 1996; 271(34): 20789-
20796.
8. Jahnen-Dechent W, Schinke T, Trindl A, Müller-Esterl W, Sablitzky F,
Kaiser S, Blessing M: Cloning and targeted deletion of mouse fetuin gene. J
Biol Chem 1997; 272(50): 31496-31503.
9. Goodman WG, Golin J, Kuizon BD, Yoon C, Gales B, Sider D, Wang Y,
Chung J, Emerick A, Greaser L et al.: Coronary-artery calcification in young
adults with end-stage renal disease who are undergoing dialysis. N Engl J
Med 2000; 342 (20): 1478-1483.
10. Bell O, Gaberman E, Kilav R, Levi R, Cox KB, Molkentin JD, Silver J,
Naveh-Many T: The protein phosphatase calcineurin determines basal
parathyroid hormone gene expression. Molecular Endocrinology 2005
11. Cozzolino M, Dusso AS, Slatopolsky E: Role of calcium-phosphate product
and bone-associated proteins on vascular calcification in renal faliure. J Am
Soc Nephrol 2001; 12(11): 2511-2516.
12. Block GA, Port FK: Re-evaluation of risks associated with
hyperphosphatemia and hyperparathyroidism in dialysis patients:
recommendations for a change in management. Am J Kidney Dis 2000;
35(6): 1226-1237.
13. Ganesh SK, Stack AG, Levin NW, Hulbert-Shearon T, Port FK: Association
of elevated serum PO(4), Ca*PO(4) product and parathyroid hormone with
cardiac mortality risk in chronic hemodialysis patients. J Am Soc Nephrol
2001; 12(10): 2131-2138
14. National Kidney Foundation: K/DOQI Clinical Practice Guidelines for Bone
Metabolism and Disease in Chronic Kidney Disease. Am J Kidney Dis
2003; 42 (4 Suppl 3): 1-201
Literaturverzeichnis                                                                                                                                        74
15. Tintut Y, Demer LL: Recent advances in multifactorial regulation of vascular
calcification. Curr Opin Lipidol 2001: 12(5): 555-560.
16. Dhore CR, Cleutjens JP, Lutgens E, Cleutjens KB, Geusens PP, Kitslaar
PJ, Tordoir JH, Spronk HM, Vermeer C, Daemen MJ: Differential
expression bone matrix regulatory proteins in human atherosclerotic
plaques. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2001; 21(12): 1998-2003.
17. Ketteler M, Westenfel R, Schlieper G, Brandenburg V, Floege J: „Missing“
inhibitors of calcification: general aspects and implications in renal failure.
Pediatr Nephrol 2005; 20 (3): 383-8
18. Ho AM, Johnson MD, Kingsley DM: Role of the Mouse ank Gene in Control
of Tissue Calcification and Arthritis. Science 2000; 289265-70
19. Rutsch F, Ruf N, Vaingankar S, Toliat MR, Suk A, Hohne W, Schauer G,
Lehmann M, Roscioli T, Schnabel D, Epplen JT, Knisley A, Superti-Furga
A. McGill J, Filippone M, Sinaiko AR, Vallance H, Hinrichs B, Smith W,
Ferre M, Terkeltaub R, Nurnberg P: Mutations in ENPP-1 are associated
with „ideopathic“ infantile arterial calcification. Nat Genet 2003; 34: 379-81
20. Bucay N, Sarosi I, Dunstan CR, Morony S, Tarpley J, Caparelli C, et al:
Osteoprotegerin-deficient mice develop early onset osteoporosis and
arterial calcification. Genes Dev 1998; 12: 1260-8
21. Min H, Morony S, Sarosi I, Dunstan CR, CaparelliC, et al: Osteoprotegerin
reverses osteoporosis by inhibiting endosteal osteoclasts and prevents
vascular calcification by blocking a process resembling osteoclastogenesis.
J Exp Med 2000; 192:463-74.
22. Jono S, Peinado C, Giachelli CM: Phosphorylation of osteopontin is
required for inhibition of vascular smooth muscle cell calcification. J Biol
Chem 2000; 275: 20197-203.
23. Jono S, Nishizawa Y, Shioi A, Morii H: Parathyroid hormone-related peptide
as a local regulator of vascular calcification. Its inhibitory action on in vitro
calcification by bovine vascular smooth muscle cells. Arterioscler Thromb
Vasc Biol 1997; 17: 1135-42.
24. Nakayama T, Ohtsuru A, Enomoto H, Namba H, Ozeki S, et al: Coronary
atherosclerotic smooth muscle cells overexpress human parathyroid
hormone-related peptides. Biochem Biophy Res ommun 1994; 200: 1028-
35
25. Schurgers LJ, DisselPE, Spronk HM, Soute BA, Dhore CR, Cleutjens JP,
Vermeer C: Role of vitamin K and vitamin K-dependent proteins in vascular
calcification. Z Kardiol 2001; 90 Suppl 3:57-63
26. Price PA, Thomas GR, Pardini AW, Figueira WF, Caputo JM, Williamson
MK: Discovery of a high molecular weight complex of calcium, phosphate,
fetuin, and matrix gamma-carboxyglutamic acid protein in the serum of
etindronate-treated rats. J Biol Chem 2002; 277(6): 3926-3934.
27. Triffitt JT, Gebauer U, Ashton BA, Owen M, and Reynolds JJ: Origin of
plasma alpha2HS-glycoprotein and its accumulation in bone. Nature 1976;
262(5565): 226-227
28. Schäfer C, Heiss A, Schwarz A, Westenfeld R, Ketteler M, Floege J, Müller-
Esterl W, Schinke T, Jahnen-Dechent W: The serum protein alpha2-
Heremans-Schmid glycoprotein/fetuin-A is a systemically acting inhibitor of
ectopic calcification. J Clin Invest 2003; 112: 357-366.
29. Binkert C, Demetriou M, Sukhu B, Szweras M, Tenenbaum HC, Dennis JW:
Regulation of osteogenesis by fetuin. J Biol Chem 1999; 274(40): 28514-
28520.
75                                                                                                                                        Literaturverzeichnis
30. Mathews ST, Singh GP, Ranalletta M, Cintron VJ, Qiang X, Goustin AS,
Jen KL, Charron MJ, Jahnen-Dechent W, Grunberger G: Improved insulin
sensitivity and resistence to weight gain in mice null of the Ahsg gene.
Diabetes 2002; 51(8):2450-2458
31. Lebreton JP, Joisel F, Raoult JP, Lannuzel B, Rogez JP, Humbert G:
Serum concentration of human alpha 2 HS glycoprotein during the
imflammatory process: evidence that alpha 2 HS glycoprotein is a negative
acute-phase reactant. J Clin Invest 1979; 64(4): 1118-1129.
32. Zimmermann J, Herrlinger S, Pruy A, Metzger T, Wanner C: Inflammation
enhances cardiovascular risk and mortality in hemodialysis patients. Kidney
Int 1999; 55(2): 648-658.
33. Ridker PM, Rifai N, Clearfield M, Downs JR, Weis SE, Miles JS, Gotto AM
Jr, Air Force/ Texas Coronary Atherosclerosis Prevention Study
Inverstigators: Measurement of C-reactive protein for the targeting of statin
therapy in the primary prevention of acute coronary events. N Engl J Med
2001; 344(26): 1959-1965
34. Ketteler M, Bongartz P, Westenfeld R, Wildberger JE, Mahnken AH, Böhm
R, Metzger T, Wanner C, Jahnen-Dechent W, Floege J: Association of low
fetuin-A (AHSG) concentrations in serum with cardiovascular mortality in
patients on dialysis: a cross-sectional study. Lancet 2003; 361: 827-33
35. Roche Lexikon der Medizin 4. Auflage, Urban & Fischer Verlag; München
1984,1987,1993,1999
36. Hans Günter Gassen/Gangolf Schrimpf: Gentechnische Methoden, Eine
Sammlung von Arbeitsmaterialien für das molekularbiologische Labor;
Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg Berlin Deutschland, 2. Auflage
1999
37. 4008 Hämodialysegerät Gebrauchsanweisung, 11. Auflage vom Juni 2000,
Artikelnummer: 672 075 1, Fresenius Medical Care
38. GENIUS Hämodialysegerät Gebrauchsanweisung, 3. Auflage vom August
1999, Fresenius Medical Care
39. Charra B, Chazot C, Jean G, Hurot JM, Vanel T, Terrat JC, VoVan C: Long
3 x8 hr dialysis: A three decade summary. J Nephrol 2003; 16(suppl.7): 64-
69
40. Simonsen O, Grubb A, Thysell H. The blood serum concentration of
cystatin C (gamma-trace) as a measure of the glomerular filtration rate.
Scand J Clin Lab Invest1985; 45: 97-101.
41. Grubb A, Simonsen O, Sturfelt G, et al: Serum concentration of cystatin C,
factor D and beta 2-microglobulin as a measure of glomerular filtration rate.
Acta Med Scand 1985; 218: 499-503.
42. Grubb A. Diagnostic value of analysis of cystatin C and protein HC in
biological fluids. Clin Nephrol 1992; 38 Suppl: S20-27.
43. Woitas RP, Stoffel-Wagner B, Poege U, et al: Low-molecular weight
proteins as markers for glomerular filtration rate. Clin Chem 2001; 47: 2179-
2180.
44. Boushey CJ, Beresford SAA, Omenn GS, Motulsky AG. A quantitative
assessment of plasma homocysteine as a risk factor for vascular disease:
probable benefits of increasing folic acid intakes. JAMA 1995; 274: 1049-57
45. Graham IM, Daly LE, Refsum HM, Robinson K, Brattstrom LE, Ueland PM,
et al. Plasma homocysteine as a risk factor of vascular disease: the
European concerted action project: JAMA 1997; 277: 1775-81.
Literaturverzeichnis                                                                                                                                        76
46. Kolde H.-J.: Der Risikofaktor Homocystein. Der Zusammenhang zwischen
B-Vitaminen, schwefelhaltigen Aminosäuren und Gefässerkrankungen.
MTA 1998; 13: 10-12
47. Saiki RK, Gelfand DH, Stoffels S, Scharf SJ, Higuchi R, Horn GT, Mullis
KB, Ehrlich HA: Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a
thermostabile DNA-polymerase. Science 239: 487-491, 1988
48. Dr. Schild, Thomas A.: Einführung in die Real-Time TaqMan™  PCR-
Technologie, Version 2.1.;  Applied Biosystems GmbH Weitertstadt
49. Stenvinkel P, Wang K, Qureshi AR, Axelsson J, Pecoits-Filho R, Gao P,
Barany P, Lindholm B, Jogestrand T, Heimbuerger O, Holmes C, Schalling
M, Nordfords L: Low fetuin-A levels are associated with cardiovascular
death: Impact of variations in te gene encodeing fetuin. Kid Intern 2005; 67:
2383-92
50. Akhoundi C; Amiot M; Auberger P; Le Camn A; Rossill B: Insulin  and
interleukin-1  differentially  regulate pp63, an  acute  phase  phosphoprotein
in  hepatoma cell line. J Biol Chem 1994; 269: 15925-30
51. Daveau M; Davrinche C; Djelassi N; Lemetayer J; Julen N; Hiron M, Arnaud
P  Lebreton JP: Partial hepatectomy and mediators of inflammation
decrease the expression of liver alpha2-HS glycoprotein gene in rats. FEBS
Lett 1990; 273: 79-81.
52. Milland J; Tsykin A; Thomas T: Aldred AR; Cole T; Schreiber G: Gene
expression in regenerating and acute-phase rat liver. Am J Physiol 1990:
259: G340-47.
53. Kaysen GA; Dubin JA, Muller HG, Rosales LM, Levin NW. The acute-phase
response varies with time and predicts serum albumin levels in
hemodialysis patients. Kidney Int 2000; 58: 346-52
54. " "G "u "t "h " "H "J ", " "G "r "u "s "k "a " "S ", " "K "r "a "a "t "z " "G ". " "O "n "- "l "i "n "e " "p "r "o "d "u "c "t "i "o "n " "o "f " "u "l "t "r "a "p "u "r "e " "s "u "b "s "t "i "t "u "t "i "o "n "
"f "l "u "i "d " "r "e "d "u "c "e "s " "T "N "F "- "a "l "p "h "a "- " "a "n "d " "I "L "- "6 " "r "e "l "e "a "s "e " "i "n " " "p "a "t "i "e "n "t "s " "o "n " "h "e "m "o "d "i "a "f "i "l "t "r "a "t "i "o "n "
"t"h "e"r"a"p"y". " "I"n"t " "J" "A"r"t"i"f" "O"r "g"a"n"s" "2 "0"0"3 ";" "2 "6": " "1"8 "1"-"7 "." " "
55. Kalabay L, Jakob L, Prohaszka Z, et al. Human fetuin/α2-HS-glycoprotein
level as a novel indicator of liver cell function and short-term mortality in
patients with liver cirrhosis and liver cancer. Eur J Gastroenterolo Hepatol
2002; 14: 389-94
56. Banine F, Gangneux C, Mercier L, Le Cam A, Salier JP. Positive and
negative elements modulate the promoter of the human liverspecific
alpha2-HS-glycoprotein gene. Eur J Biochem 2000; 267: 1214-22
77                                                                                                                                  Abkürzungsverzeichnis
Abkürzungsverzeichnis
Ahsg/Fetuin-A alpha2- Hereman-Schmid-Glykoprotein
ank Progressive Ankylose Gen
APS Ammoniumperoxidsulfat
Aqua dest destilliertes Wasser
Ä Äquivalant
Ca++ Kalzium
cDNA complementary DNA (komplementär DNA)
CHD conventional haemodialysis
Cl- Chlorid
CO2 Kohlenstoffdioxid
CRP C-reaktives Protein
°C Grad Celsius
DHD daily haemodialysis
d.h. das heisst
DNA Desoxyribonukleinsäure
DNAse Desoxyribonuklease
DNTP Desoxyribonucleosid-triphosphat
ELISA Enzyme-linked immunosorbent Assay
ENPP-1 Ekto-nukleotid Pyrophosphatase/Phosphodiesterase-1
FCS fetal calf serum (fetales Kälberserum)
FET Fluoreszenztransfer
g Gramm
µg Mikrogramm
H2O destilliertes Wasser
h Stunde
IgG Immunglobulin G
Il-1β Interleukin 1β
K Kalium
kD kilo Dalton
l Liter
µl Mikroliter
mA Milli Ampere
mg Milligramm
ml Milliliter
mmol Millimol
mM Milli Molar
mV Milli Volt
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min Minute
MgCl Magnesiumchlorid
MGP Matrix Gla Protein
mRNA messenger Ribonukleinsäure
MSCT Mehrschicht-Spiral Computertomographie
MTHFR Methylentetrahydrofolat Reduktase
nm Nanometer
PAVK peripher arterielle Verschlusskrankheit
PCR polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
PTH Parathormon
PTH-rp Rarathyroid hormone released peptide
RNA Ribonukleinsäure
RNAse Ribonuklease
rpm rates per minute (Umdrehungen pro Minute)
Rt Raumtemperatur
RT Reverse Transkription
R2 Korrelationskoeffizient
sec Sekunde
TBS TRIS buffered saline (TRIS gepufferte Salzlösung)
TEMED Tetramethylethylendiamin
TGF-β Transforming Growth Factor β
TRIS Tris-(hydroxylmethly)-aminomethan
tRNA Transfer-Ribonukleinsäure
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